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 Abréviations  
 
Liste des abréviations utilisées 
 
°C  degré celsius 
2’-OAADPr 2’-O-acétyl-ADP-ribose 
4E-BP1 eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 
aa  acide aminé 
ABCA1  ATP-binding cassette transporter 1 
Ac   groupement acétyl 
AceCS  acétyl-CoA synthétase 
ADN   acide déoxyribonucléique 
ADP   adénosine diphosphate 
AICAR  5-aminoimidazole-4-carboxyamide-1-β-D-ribofuranide 
AMP  adénosine monophosphate 
AMPK  AMP kinase 
AP1   activator-protein 1 
AR   androgen receptor 
ARN   acide ribonucléique 
ARNm  ARN messager 
ARNsh  small hairpin ARN 
ARNsi  small interfering ARN  
AROS  active regulator of Sirt1 
atg   autophagy-related protein  
ATP   adénosine triphosphate 
C/EBP-α/δ CCAAT/enhancer-binding protein α ou δ 
CBP   CREB binding protein 
CBS1   C/EBP-α binding site 1 
CK  créatine kinase 
COX IV cytochrome c oxidase subunit IV 
CPT-1a/b  carnitine palmitoyltransférase 1 a ou b  
CRTC2 CREB regulated transcription coactivator 2 
CS  citrate synthétase 
DBC1   deleted in breast cancer 1 
DO  densité optique 
eNOS   endothelial nitric oxide synthase 
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ERR-α  estrogen-related receptor α 
FoxO 1/3a forkhead box O 1 ou 3a 
g, mg, µg gramme, milligramme, microgramme 
G6P   glucose-6-phosphate 
G-6-Pase  glucose-6-phosphatase 
G6PDH glucose-6-phosphate déshydrogénase 
GK   glucokinase 
GLUT4 glucose transporter type 4 
H   histone 
H2O  eau 
HAD  3-hydroxy-acyl-coenzymeA déshydrogénase 
HAT   histone acétyltransférase 
HDAC  histone déacétylase  
HIC1   hypermethylated in cancer 1 
HK  hexokinase 
HNF-4α  hepatic nuclear factor 4α  
kb   kilobase 
kDa   kilodalton 
KO   knock-out 
L, mL, µL litre, millilitre, microlitre 
LDH  lactate déshydrogénase 
LXR-α  liver X receptor α  
M, mM, µM molaire, millimolaire, micromolaire 
mA  milliampère 
mar   mating-type regulator 
MCAD  medium chain acyl-CoA dehydrogenase 
MDH  malate déshydrogénase 
MEF  mouse embryonic fibroblast  
MEF2C/D  myocyte-specific enhancer factor 2 C ou D 
MR  milieu réactionnel 
ms, µs  milliseconde, microseconde 
mTOR  mammalian target of rapamycin 
NAD+/NADH nicotinamide adénine dinucléotide 
NAM   nicotinamide 
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Nampt  nicotinamide phosphoribosyltransférase 
NCoR   nuclear receptor co-repressor 
NF-κB  nuclear factor-κ-light-chain-enhancer of activated B cells 
nm  nanomètre 
Nmnat  nicotinamide/acide nicotinique mononucléotide adénylyltransférase 
Npt   acide nicotinique phosphoribosyltransférase  
NRF1   nuclear respiratory factor 1 
pb   paire de bases 
pCAF   p300-CBP associated factor 
PEP-CK  phosphoénol-pyruvate carboxykinase 
PGC-1α/β  peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1 α ou β  
PK   pyruvate kinase 
PPAR-γ peroxisome proliferator-activated receptor γ 
PPi  pyrophosphate inorganique 
PRPP   5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate 
PTP1B  protein tyrosine phosphatase 1B 
RBP1   retinol binding protein 1 
RXR   retinoid X receptor 
S6  ribosomal protein S6 
S6K  ribosomal protein S6 kinase 
SENP1 sentrin-specific protease 1 
Sir   silent information regulator 
Sirt   sirtuine 
Smad   smothers against decapentaplegic homolog 
SREBP-1c  sterol regulatory element binding protein 1c 
SUMO  small ubiquitin-related modifier 
TFAM  facteur de transcription mitochondrial A 
TLE1   transducin like enhancer of splin 1 
TR   thyroid hormone receptors 
U  unité 
Ub   ubiquitine 
UCP2/3 uncoupling protein 2 ou 3 
V  volt 
λ  longueur d’onde 
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 Avant-propos  
 
Sirtuine 1 (Sirt1) est une protéine histone déacétylase dépendante du NAD+ qui est 
impliquée dans de nombreux phénomènes biologiques : inflammation, survie cellulaire, 
prolifération cellulaire ou métabolisme cellulaire. Plus particulièrement, il a été observé que 
Sirt1 intervenait dans la régulation du métabolisme du glucose en activant la néoglucogenèse 
et en inhibant la glycolyse dans le foie. Par ailleurs, il a été exposé que Sirt1 induisait aussi 
l’oxydation des acides gras dans le muscle strié squelettique et le tissu adipeux. De plus, Sirt1 
est impliquée dans la régulation de la sécrétion d’insuline par le pancréas. Enfin, des souris, 
soumises à un régime gras et à un traitement à base d’activateurs potentiels de Sirt1, 
deviennent résistantes à l’obésité et au développement de l’insulino-résistance. Cependant, le 
rôle que pourrait exercer Sirt1 dans la régulation du métabolisme du glucose dans le muscle 
strié squelettique n’est pas encore connu. Ce rôle, s’il existe, pourrait être particulièrement 
important compte tenu que, de part sa masse (40 % du poids corporel) et ses fonctions 
physiologiques consommatrices d’énergie (maitien postural, mouvement volontaire ou 
thermorégulation), le muscle strié squelettique est le principal consommateur de glucose. Le 
travail de thèse présenté ici s’intéresse au rôle propre de Sirt1 dans la régulation du 
métabolisme de glucose dans le muscle strié squelettique.  
La première partie de ce mémoire consiste en une revue de la littérature sur Sirt1 
constituée de deux chapitres : le premier chapitre présente les données générales de la 
protéine Sirt1, et le second chapitre expose les différentes fonctions de Sirt1 dans le tissu 
adipeux, pancréas, foie et muscle strié squelettique. 
La seconde partie de ce mémoire consiste en la présentation de l’ensemble des 
résultats acquis lors de ma thèse. Ce travail a conduit à l’écriture de deux manuscrits : le 
premier manuscrit traite de l’implication et du mécanisme d’action de Sirt1 dans la régulation 
de l’expression des gènes régulant le métabolisme du glucose dans le muscle strié 
squelettique ; et le second expose les effets d’un jeûne sur la régulation des voies Akt/mTOR, 
autophagie/lysosome et ubiquitine/protéasome chez des myotubes C2C12. 
Enfin, l’ensemble des résultats sera discuté et analysé dans une dernière partie, et 
finalement mis en perspective. 
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La transcription cellulaire, dont celle du muscle strié squelettique, est influencée par le 
niveau de compactage de l’ADN. L’organisation et le compactage de l’ADN sont dus à des 
protéines histones qui créent deux niveaux de condensation de l’ADN. Le premier niveau de 
condensation, le nucléosome, est réalisé par les histones H2A, H2B, H3 et H4 créant des 
octamères globulaires autour desquels 146 paires de bases (pb) d’ADN s’enroulent. Le 
deuxième niveau de condensation est réalisé par les histones H1 qui permettent la compaction 




Figure 1.  Condensation de l’ADN (modifiée d’après http://www.thomasenielsen.org/histone.jpg ; 
ADN : acide déoxyribonucléique ; H : histone). 
 
H2A H2B H3 H4 
H1 
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La condensation de l’ADN peut être régulée par des modifications des extrémités N-
terminales des histones, telles que phosphorylation, méthylation, ubiquitination, sumoylation 
ou encore acétylation. L’état d’acétylation des histones dépend d’une balance entre l’activité 
des histones acétyltransférases (HAT) et des histones déacétylases (HDAC). L’acétylation par 
les HAT au niveau des résidus lysines diminue l’interaction inter-nucléosome et entraîne le 
relâchement de la chromatine, ce qui facilite ainsi la fixation des facteurs de transcription. Les 
HDAC ont l’effet inverse. Ainsi, en général, une augmentation du niveau d’acétylation des 
histones par les HAT (hyper-acétylation) se traduit par une augmentation de l’activité 
transcriptionnelle, alors qu’une déacétylation par les HDAC (hypo-acétylation) est associée à 
une répression de la transcription des gènes (2, 4-6) (Figure 2). Bien qu’à l’origine, il ait été 
montré que les HAT et les HDAC avaient pour substrat les histones, de nombreux travaux ont 




Figure 2. Régulation du niveau d’acétylation de l’ADN par les HDAC et HAT (modifiée d’après (4) ; 
Ac : groupement acétyl ; ADN : acide déoxyribonucléique ; HAT : histone acétyltransférase ; HDAC : 
histone déacétylase ). 
 
2. Histones acétyltransférases 
 
Les HAT sont regroupées en plusieurs familles basées sur la conservation de la 
séquence du domaine catalytique (7, 8). Chez les mammifères, les principales familles sont :  
- la famille GCN5/pCAF, nommée d’après le membre originel de levure yGcn5 et 
son orthologue humain pCAF (p300-CBP associated factor), 
- la famille MYST, nommée d’après les membres MOZ humain, Ybf2/Sas3 de 
levure, Sas2 de levure et Tip60 humain, 
HDAC 











Hypo-acétylation de l’ADN 
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- la famille CBP/p300 regroupant les homologues humains CBP (CREB binding 
protein) et p300. 
 
3. Histones déacétylases  
 
Les HDAC chez les mammifères sont classées en 3 familles (4, 9, 10) : 
- la famille classique des HDAC divisée en 2 classes, les HDAC de classe 1 et 
les HDAC de classe 2 qui ont une forte homologie de séquence du domaine déacétylase, mais 
qui diffèrent par leur séquence N-terminale. Les HDAC de classe 1 regroupant les HDAC 1, 
2, 3 et 8, ayant une homologie avec l’HDAC de levure yRpd3, d’une taille moyenne de 50 
kDa, sont exprimées ubiquitairement et situées principalement dans le noyau. Les HDAC de 
classe 2 regroupant les HDAC 4, 5, 6, 7, 9 et 10 ayant une homologie avec l’HDAC de levure 
yHda1, d’une taille moyenne comprise entre 120 et 150 kDa, sont exprimées de façon tissu 
spécifique et situées dans le noyau et le cytoplasme. Le passage dans le noyau est un moyen 
de régulation de leur activité. 
- la famille des sirtuines ou HDAC de classe 3, ayant une homologie avec 
l’HDAC de levure ySir2. 
- l’HDAC 11, récemment identifiée, possédant quelques similitudes avec les 





1. Sirtuines chez la levure 
 
Les sirtuines doivent leur nom aux protéines Sir (silent information regulator), 
comprenant 4 Sir (Sir1 à 4) (12), identifiées en 1979 chez la levure comme des répresseurs de 
l’activité transcriptionnelle et anciennement nommées Mar (mating-type regulator) (13, 14). 
Sir2, l’homologue le plus proche des sirtuines de mammifères (15), est une HDAC 
dépendante du NAD+ (16-18) qui contrôle la durée de vie dans de nombreux organismes, tels 
que levure, ver et drosophile. Chez la levure, une délétion du gène ysir2 réduit de 50 % la 
durée de vie réplicative (nombre de divisions cellulaires générées à partir de la cellule mère), 
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alors qu’une surexpression de ysir2 l’augmente de 30 %  (19). Il en est de même chez le ver 
chez qui une augmentation de l’expression du gène sir2.1, homologue de ysir2, allonge la 
durée de vie (20, 21), et chez la drosophile chez qui l’augmentation de l’expression de dsir2, 
homologue de ysir2, prolonge la durée de vie. Le fait que Sir2 semble étroitement lié à la 
régulation de la durée de vie, et le fait qu’une restriction calorique prolonge la durée de vie 
(22), suggèrent que le contrôle de la durée de vie par Sir2 est associé à l’état métabolique. En 
effet, chez la levure, l’activation de ySir2 par le NAD+ est nécessaire à l’augmentation de la 
durée de vie induite par restriction calorique (23). De même, chez la drosophile, dSir2 est 
nécessaire à l’augmentation de la longévité induite par restriction calorique (21).  
 




Chez les mammifères, il a été identifié 7 sirtuines nommées de Sirt1 à 7 (15, 24) ayant 
des localisations et des activités enzymatiques différentes. Les sirtuines 1, 6 et 7 sont 
nucléaires avec une localisation dans les régions euchromatiques pour Sirt1, dans les régions 
hétérochromatiques pour Sirt6 et dans le nucléole pour Sirt7. Les sirtuines 3, 4 et 5 sont 
mitochondriales et Sirt2 est cytoplasmique (25). Toutes les sirtuines possèdent une séquence 
identique de 275 acides aminés, composant le domaine catalytique dépendant du NAD+. Les 
sirtuines 1, 2, 3 et 5 possèdent un domaine déacétylase dépendant du NAD+ et les sirtuines 4 
et 6 ont un domaine ADP-ribosyl-transférase dépendant du NAD+ (26) (Tableau 1).  
 
Sirtuines Activité du domaine catalytique Localisation Poids moléculaire (kDa) 
Sirt1 Déacétylation Noyau 81,7 
Sirt2 Déacétylation Cytoplasme 43,2 
Sirt3 Déacétylation Mitochondrie 43,6 
Sirt4 ADP-ribosylation Mitochondrie 35,2 
Sirt5 Déacétylation Mitochondrie 33,9 
Sirt6 ADP-ribosylation Noyau 39,1 
Sirt7 ? Noyau 44,9 
 
Tableau 1. Les différentes sirtuines chez les mammifères (ADP : adénosine diphosphate ; kDa : 
kilodaltons ; Sirt : sirtuine). 
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b. Réactions de déacétylation et d’ADP-ribosylation 
 
La réaction de déacétylation, catalysée par Sirt1, 2, 3 et 5, consiste tout d’abord au 
clivage de la liaison glycosidique entre la base nicotinamide et le ribose du NAD+, puis à la 
libération du nicotinamide, et au transfert du radical acétyl d’une protéine acétylée sur l’ADP 
ribose avec production de 2’-O-acétyl-ADP-ribose (2’-OAADPr) et de protéine déacétylée 
(27-29)(Figure 3). 
    déacétylase 
Protéine acétylée + NAD+      nicotinamide + 2’-OAADPr + protéine 
 
La réaction d’ADP-ribosylation, catalysée par Sirt4 et 6, consiste au clivage de la 
liaison glycosidique entre la base nicotinamide et le ribose du NAD+, puis à la libération du 
nicotinamide et au transfert du radical ADP-ribosyl sur une protéine (Figure 3). 
      ADP-ribosyl-transférase 
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Figure 3. Activités de déacétylation des Sirt1, 2, 3 et 5 et d’ADP-ribosylation des Sirt4 et 6 (modifiée 
d’après (30) ; 2’-OAADPr : 2’-O-acétyl-ADP-ribose ; ADP : adénosine diphosphate ; NAD : 
nicotinamide adénine dinucléotide ; NAM : nicotinamide ; Sirt : sirtuine). 
 
c. Fonctions des sirtuines chez les mammifères 
 
Pour étudier les rôles des différentes sirtuines, plusieurs modèles de souris KO ont été 
créés (31). La figure ci-dessous regroupe les fonctions connues des sirtuines à partir des 
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Figure 4. Modèles de souris KO sirtuines (modifiée d’après (32) ; Sirt : sirtuine). 
 
 L’invalidation des gènes sirt1, 6 et 7 se traduit par une croissance réduite des souris, et 
de nombreuses atteintes physiologiques importantes conduisant à une durée de vie limitée. Au 
contraire, en ce qui concerne l’invalidation des gènes Sirt3, 4 et 5, aucun effet sur la durée de 
vie n’est détecté (32). 
 
 
III. SIRTUINE 1 : DU GENE A LA PROTEINE 
 
1. Gène sirt1 
 
a. Localisation du gène 
 
Sirt1 est la sirtuine des mammifères qui possède le plus d’homologie de séquence avec 
Sir2 (24). Le gène sirt1 humain se situe sur le bras long du chromosome 10 au niveau du 
locus 21.3 (Figure 5).  
 
Mort périnatale élevée, retard de croissance, défauts de la rétine, 
du tissu osseux et du cœur 
Développement normal 
Bonne santé apparente 
Défaut dans le cycle de l’urée 
Syndrome progéroïde, hypoglycémie 
profonde, mort à 4 semaines 








 Revue bibliographique 




Figure 5. Localisation chromosomale du gène Sirt1 humain (modifiée d’après (33) ; Sirt1 : sirtuine 1). 
 
b. Organisation génomique 
 
Le gène sirt1 est composé d’une région de 33,7 kb environ comprenant 9 exons d’une 
taille allant de 80 pb pour l’exon 6 à 2120 pb pour l’exon 9 (Figure 6 et Tableau 2). Le 
domaine catalytique hautement conservé entre les différentes espèces se situe entre les exons 
3 et 8 (Figures 6 et 7). L’ARNm de Sirt1 humain d’une taille de 4107 pb code pour une 
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Exons Taille exons (pb) Introns Taille introns (pb) 
1 483 1 2265 
2 117 2 1348 
3 242 3 2278 
4 153 4 15234 
5 148 5 1108 
6 80 6 1130 
7 187 7 3031 
8 558 8 3233 
9 2126   
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Figure 7. Alignement de la séquence en acides aminés du domaine catalytique (en rayé) de Sirt1 chez 
différentes espèces (logiciel clustalW) (modifiée d’après (33) ; Noir : > 75 % d’homologie dans la 




La protéine Sirt1 humaine, composée de 747 acides aminés pour un poids moléculaire 
de 81,7 kDa, comporte 4 régions (Figure 8) :  
- la région N-terminale regroupant les acides aminés de 1 à 180 (exons 1 et 2), 
- le site allostérique allant de l’acide aminé 181 à 243 (exons 2 et 3), 
- le site catalytique regroupant les acides aminés de 244 à 498 (exons 3, 4, 5, 6, 7 et 8), 
- la région C-terminale allant de l’acide aminé 499 à 747 (exons 8 et 9). 
La structure tridimensionnelle de la protéine Sirt1 apparaît désordonnée avec de 
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sirtuines humaines, possède deux domaines particuliers, le pli Rossman, et un petit sous-
domaine où se localise un atome de zinc (34). A l’interface de ces deux domaines, se trouve le 
site de liaison pour le NAD+ : la molécule de NAD+ s’insère dans une poche spécifique 
constituée d’une partie hydrophobe du petit sous-domaine et d’une partie hydrophile du pli 
Rossman. La boucle flexible permet un réarrangement structural durant la fixation du NAD+, 
essentiel pour la catalyse (35). L’ion zinc est coordonné de façon tétraédrique par les 
groupements thiols de 4 cystéines (371, 374, 395 et 398) plissées dans une structure unique. 
Ce domaine de liaison au zinc joue un rôle important lors de la liaison spécifique de Sirt1 au 
substrat. Le site allostérique, composé de quatre hélices α, se situe entre la région N-terminale 
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IV. REGULATIONS DE L’EXPRESSION ET DE L’ACTIVITE 
DE SIRT1 
 
1. Régulation du niveau d’expression de Sirt1 
 
Bien que Sirt1 soit ubiquitaire, son niveau d’expression varie d’un tissu à l’autre (24, 
25) et en fonction de nombreuses conditions physiologiques ((37) pour revue). La restriction 
calorique, chez les rongeurs ou les humains, stimule l’expression de Sirt1 aussi bien dans le 
muscle, le cœur ou le tissu adipeux, alors qu’un régime gras tend à diminuer son expression 
(38-44). Cependant, l’expression de Sirt1 semble être régulée de manière différente dans le 
foie puisque l’expression de Sirt1 est réduite en cas de restriction calorique et augmentée par 
un régime gras (45). Lors du vieillissement, l’expression de Sirt1 diminue dans le cœur ou le 
thymus mais augmente en cas de maladie comme le cancer ou la neurodégénération (46-49), 
mais le rôle exact de Sirt1 dans ces processus reste encore à élucider. L’expression de Sirt1 
peut également augmenter dans le muscle strié squelettique chez des rats soumis à un exercice 
à l’endurance ou à un entrainement musculaire (50). Enfin, l’expression protéique de Sirt1 est 
stimulée en cas d’hypoxie (51, 52). 
 
2. Régulation transcriptionnelle de l’expression de Sirt1 
 
a. FoxO 3a : activateur transcriptionnel de l’expression de Sirt1 
 
 La transcription du promoteur Sirt1 peut être contrôlée par le facteur de transcription 
FoxO (forkhead box O) 3a (53). En effet, il a été montré, chez des cellules cancéreuses 
neuronales PC12 soumises à un jeûne, que le facteur de transcription FoxO3a était transloqué 
dans le noyau où il se liait aux éléments de réponse du facteur de transcription p53 du 
promoteur Sirt1. Cette liaison supprime ainsi l’interaction de p53 au promoteur Sirt1. Etant 
donné que p53 réprime l’expression du gène sirt1, son recrutement par FoxO3a active la 
transcription de Sirt1. Cette notion est confirmée dans des modèles de souris KO p53 où une 
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b. E2F1 : activateur transcriptionnel de l’expression de Sirt1 
 
 L’expression de Sirt1 est aussi sous le contrôle du facteur de transcription E2F1 (54). 
E2F1 est un facteur transcriptionnel intervenant dans la régulation du cycle cellulaire (55) qui 
induit l’apoptose en cas d’augmentation de la prolifération (56). Il a été montré qu’E2F1 
induisait l’expression de Sirt1 en réponse à un stress génotoxique (54). Effectivement, une 
transfection d’E2F1 chez des cellules cancéreuses H1299 aboutit à la fois à l’augmentation du 
niveau d’expression de la protéine Sirt1 et de son ARNm, mais aussi à l’activation du 
promoteur Sirt1. De plus, une infection par le virus Ad-7 induit une augmentation de 
l’expression de Sirt1 chez des fibroblastes embryonaires de souris (MEF) mais pas chez des 
MEF E2F1-/- (54) (Figure 9). 
 
c. HIC1 : inhibiteur transcriptionnel de l’expression de Sirt1 
 
Un autre régulateur de Sirt1 au niveau transcriptionnel est le supresseur de tumeur 
HIC (hypermethylated in cancer) 1 (57). HIC1 est un répresseur transcriptionnel coopérant 
avec p53 pour supprimer le développement de cancers liés au vieillissement (58, 59). Il a été 
montré, chez des cellules cancéreuses, que la présence d’HIC1 réprimait la transcription de 
Sirt1. Cette répression aboutit à l’acétylation et l’activation de p53, responsable d’un arrêt de 
la croissance et d’une stimulation de l’apoptose. Au contraire, en cas de perte d’expression 
d’HIC1, Sirt1 est surexprimée induisant la déacétylation et l’inactivation de p53, aboutissant 
ainsi à une augmentation du risque de développement tumoral (57). Sirt1 possède donc des 
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Figure 9. Régulation transcriptionnelle de Sirt1 (modifiée d’après (37)). 1 : la liaison du facteur de 
transcription p53 sur le promoteur de Sirt1 réprime sa transcription. Cependant, durant un jeûne, Foxo3a 
s’associe à p53 et lève la fonction d’inhibition de p53, activant ainsi la transcription de Sirt1. 2 : en cas 
de stress génotoxique, E2F1 est surégulé et va se fixer sur le promoteur de Sirt1 permettant ainsi sa 
transcription. 3 : en conditions normales, HIC1 se fixe sur le promoteur de Sirt1 empêchant sa 
transcription ; cependant lors d’un développement tumoral, l’expression d’HIC1 diminue induisant ainsi 
la transcription de Sirt1 (HIC 1 : hypermethylated in cancer 1 ; FoxO3a : forkhead box O 3a ; Sirt1 : 
sirtuine 1).  
 
3. Régulation de l’activité de Sirt1 
 
 Trois protéines majeures sont capables de réguler l’activité de Sirt1 par une liaison 
directe protéine-protéine.  
 
a. AROS : activateur de l’activité de Sirt1 
 
 AROS (active regulator of Sirt1) agit comme un régulateur positif de Sirt1. En effet, il 
a été montré qu’AROS augmentait la déacétylation de p53 dépendante de Sirt1, inhibant ainsi 
l’activité transcriptionnelle de p53 (60). La protéine AROS se lie à un domaine contenu dans 
la région N-terminale de Sirt1, qui augmente la capacité de Sirt1 à déacétyler p53. Cette 
interaction entre AROS et Sirt1 induirait un changement de conformation de la structure de 








gène Sirt1 inhibée 
E2F1 E2F1 transcription du 
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b. DBC1 : inhibiteur de l’activité de Sirt1 
 
Une seconde protéine peut réguler l’activité de Sirt1 : DBC (deleted in breast cancer) 
1. DBC1 a été identifiée à l’origine comme un gène récessif délété dans les cancers du sein. 
DBC1 code une protéine impliquée dans les processus apoptotiques. Il a été montré que 
DBC1 pouvait former un complexe stable avec Sirt1 in vivo et in vitro et réguler 
négativement son activité (61, 62). DBC1 interagit directement avec le domaine catalytique 
de Sirt1 au moyen d’un motif leucine zipper (61, 63). Cette interaction entre DBC1 et Sirt1 
empêche probablement l’accès des substrats de Sirt1 à son site catalytique, puisqu’il a été 
montré qu’une surexpression de DBC1 diminuait la liaison et la déacétylation de substrats de 
Sirt1, tels que p53 ou FoxO3a (Figure 10). Ainsi, dans le cas du cancer du poumon, la 




Figure 10. Représentation schématique de l’action d’AROS et de DBC1 sur Sirt1. AROS stimule 
l’activité de Sirt1 et conduit à une hypo-acétylation de p53 induisant ainsi une inhibition de son activité 
pro-apoptotique. Au contraire, DBC1 inhibe l’activité de Sirt1 et aboutit à une hyper-acétylation de p53 
induisant son activité pro-apoptotique (AROS : active regulator of Sirt1 ; DBC1 : deleted in breast 













↓ activité de Sirt1 




Déacétylation de p53 
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c. SENP1 : inhibiteur de l’activité de Sirt1 
 
L’activité de Sirt1 peut également être modulée au moyen d’une sumoylation. La 
sumoylation est une modification post-transcriptionnelle dans laquelle des protéines SUMO 
(small ubiquitin-related modifier) sont fixées sur des résidus lysine de protéines cibles. 
Comme l’ubiquitination, la sumoylation est catalysée en trois étapes impliquant une enzyme 
activatrice E1, une enzyme de conjugaison E2 et une ligase E3. La réaction inverse de 
désumoylation est effectuée au moyen des SENP (sentrin-specific protease) désumoylases 
(65). En 2007, Yang et al. ont montré, chez des cellules DU145, que la sumoylation de la 
lysine 734 de Sirt1 entraînait une augmentation de son activité. Inversement, une mutation de 
cette lysine en arginine, ainsi qu’une désumoylation de Sirt1 par une désumoylase nucléaire, 




Figure 11. Représentation schématique de l’action de SENP1 sur Sirt1 (modifiée d’après (66)). En 
conditions normales, Sirt1 est sumoylée et active. Sirt1 déacétyle et supprime l’activité des substrats 
apoptotiques favorisant ainsi la survie cellulaire. En réponse à un stress génotoxique, SENP1 s’associe 
avec Sirt1 qui devient désumoylée et moins active. Ainsi les substrats pro-apoptotiques inhibés par Sirt1 
deviennent actifs et causent la mort cellulaire (SENP1 : sentrin-specific protease 1 ; Sirt1 : sirtuine 1 ; 
SUMO : small ubiquitin-related modifier). 
 
4. Régulation pharmacologique de l’activité de Sirt1 
 
 De nombreuses molécules sont capables d’influencer l’activité catalytique de Sirt1 par 




Le NAD+ est un activateur naturel de Sirt1 (17, 18). Une enzyme, la nicotinamide 
phosphoribosyltransférase (Nampt), essentielle dans la régulation de la synthèse du NAD+ 
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(Figure 12), intervient dans cette régulation. En effet, une augmentation de la concentration de 




Figure 12. Voie de biosynthèse du NAD+ à partir du nicotinate et voie de récupération du NAD+ à partir 
du nicotinamide (modifiée d’après http://hermendis.perso.sfr.fr). Biosynthèse : chez les mammifères, le 
nicotinate est converti en NAD par ajouts successifs d’un groupement ribose phosphate par la Npt, d’un 
groupement AMP par la Nmnat et d’un groupement amine par la NAD synthétase, groupements fournis 
respectivement par le PRPP, l’ATP et la glutamine. Récupération : chez les mammifères, le 
nicotinamide est converti en nicotinamide mononucléotide par la Nampt, puis en NAD par la Nmnat par 
ajouts successifs d’un groupement ribose phosphate et d’un groupement AMP, fournis respectivement 
par le PRPP et l’ATP (AMP : adénosine monophosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; NAD : 
nicotinamide adénine dinucléotide ; Nampt : nicotinamide phosphoribosyltransférase ; Nmnat : 
nicotinamide/acide nicotinique mononucléotide adénylyltransférase ; Npt : acide nicotinique 
phosphoribosyltransférase ; PPi : pyrophosphate inorganique ; PRPP : 5-phosphoribosyl-1-
pyrophosphate). 
 
D’autres activateurs chimiques de Sirt1 sont connus. Tous les activateurs décrits ci-
dessous apparaissent réguler l’activité de Sirt1 par diminution de la constante michaelienne 
des substrats acétylés, permettant ainsi une meilleure affinité de Sirt1 pour son substrat (68). 
Parmi ces activateurs, les polyphénols, issus des plantes, sont caractérisés par la présence d’un 
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les chalcones (comme la butéine), les flavones (telle que la quercétine) et les stilbènes 
(resveratrol) (Tableau  3) (68, 69).  
 























Tableau 3. Activateurs naturels de Sirt1 : les polyphénols (modifié d’après (69)). La stimulation de Sirt1 
correspond à l’activité de Sirt1 avec le composé (100 µM) divisée par l’activité de Sirt1 avec le 
véhicule chez des cellules HeLa (Sirt1 : sirtuine 1 ; µM : micromolaire). 
 
Le resveratrol permet d’augmenter la durée de vie de nombreuses espèces, telles que la 
levure et le ver (69-74) et d’améliorer l’état de santé général, chez les mammifères, de façon 
dépendante à Sirt1 (75-80). Cependant, il a été montré que le resveratrol n’était pas un 
activateur direct de Sirt1 et qu’il pouvait aussi agir sur d’autres protéines (81-83). L’AMPK 
(AMP-activated protein kinase), enzyme métabolique qui régule la transcription de l’enzyme 
Nampt, en est un exemple (84-86). Ainsi, le resveratrol activerait l’AMPK qui elle-même 
activerait à son tour Sirt1 via une augmentation de la synthèse de NAD+ (cf chapitre V.2.b de 
la seconde partie). 
Dans le but de trouver des activateurs spécifiques de Sirt1, de nouvelles molécules ont 
été décrites : SRT1720, SRT1460 et SRT2183 (87). Ces molécules, qui possèdent des 
structures différentes des composés naturels précédents (Figure 13), sont jusqu’à 1000 fois 
plus puissantes que le resveratrol (Figure 14) (87). La spécificité de ces molécules est aussi 
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Figure 14. Comparaison de l’efficacité du resveratrol, du SRT1460, SRT1720 et SRT2183 sur l’activité 





Les inhibiteurs de Sirt1 les plus anciens sont le sirtinol (88) et la splitomicine (89, 90) 
(Figure 15). Depuis, de nombreux inhibiteurs de Sirt1 ont été mis en évidence : le 
phloroglucinol (91), l’indol (92) ou les dérivés de suramine (93). Cependant, la majorité des 
composés mentionnés ci-dessus peuvent aussi bien inhiber Sirt1 que Sirt2 (68). Le 
nicotinamide, produit issu de la réaction de déacétylation de Sirt1, est également un inhibiteur 
naturel de Sirt1 (Figure 15) (94). De façon analogue au NAD+, activateur de Sirt1, le NADH 
peut, lui, inhiber l’activité de Sirt1. Enfin, pour compléter cette liste, les composés, tels que le 
dihydrocoumarine, le HR73, l’EX527 ou encore l’AGK2 appartiennent également à la famille 
des inhibiteurs de Sirt1 (95). 
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 Figure 15. Structure chimique de quelques inhibiteurs de Sirt1 (d’après (90)). 
 
 
Sirtinol Splitomicine Nicotinamide 
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Du fait de l’importance de Sir2 dans la régulation de la durée de vie et de son rôle lors 
d’une restriction calorique, de nombreuses études se sont intéressées au rôle de Sirt1 dans la 
régulation de plusieurs fonctions métaboliques chez les mammifères. Le tableau ci-dessous 
(Tableau 4) regroupe les nombreuses cibles de Sirt1 et par conséquent les fonctions régulées 
par Sirt1 via ces cibles.  
 
Substrat Tissu / Cellules Activation/inhibtion Effets biologiques Références 
AceCS1 Cos-7 Activation ↑ lipogenèse (96) 
AP1 JB6 Activation ↑ activité transcriptionnelle (97) 
AR LnCaP Inhibition ↓ activité transcriptionnelle (98, 99) 
Atg5, 7 et 8 HeLa Activation ↑ autophagie (100) 
cJun HEK293 Inhibition ↓ activité transcriptionnelle (101) 
CLOCK 
BMAL1 
Foie, NIH3T3 et JEG3 Activation ↑ transcription des gènes 
circadiens 
(102, 103) 
cortactin MEF Activation ↑ mobilité cellulaire (104) 
E2F1 U2OS et H1299S Inhibition ↓ apoptose (54) 
eNOS Cellules endothéliales 
de veine et d’aorte 
Activation ↑ homéostasie vasculaire (105) 





↓ stress oxydatif 
(78) 
 
HEK293 et 3T3 Activation ↓ activité transcriptionnelle (107) 
 
HEK293 Activation ↑ activité du promoteur 
IGFBP 
(108) 
FoxO3 293T et fibroblastes Inhibition ↓ apoptose (109) 
FoxO3a HEK293T et HeLa Inhibition ↓ apoptose 
↓ activité transcriptionnelle 
(110) 
FoxO4  Activation ↑ résistance au stress (111) 
 
HEK293T Activation ↑ activité transcriptionnelle (112) 





293T Activation ↓ activité transcriptionnelle (114) 
HNF4-α HepG2 Inhibition ↓ activité transcriptionnelle (115) 




293T Activation ↓ apoptose (38) 
LKB1 HepG2, HEK293T et 
HeLa 
Activation ↓ accumulation lipidique 
hépatique 
(117, 118) 
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MEF2D 93T et C2C12 Inhibition ↓ myogénèse (62) 
MyoD 
pCAF 
293T et C2C12 Inhibition ↓ myogénèse (120, 121) 






Inhibition ↑ inflammation 
↑ neuroprotection 
(76) 
p300 Cellules HEK293 Inhibition ↓ activité transcriptionnelle (123) 
p53 H1299 Inhibition ↓ apoptose (124) 
 
MEF Inhibition ↑ apoptose (125) 
 
SV40 Activation ↓ apoptose (126) 
 
MEF Inhibition ↓ activité transcriptionnelle 
↓ sénescence cellulaire 
(127) 
 
MEF Inhibition ↓ apoptose (128) 
 
ES Inhibition ↓ apoptose (129) 
p73 HEK293 et HeLa Inhibition ↓ activité transcriptionnelle (130) 
PGC-1α PC12 Activation  (131) 
 
Foie et hépatocytes 
 
Activation ↑ néoglucogénèse 
↑ fonctions mitochondriales 
(132, 133) 
 
Muscle et C2C12 Activation ↑ fonctions mitochondriales 




Muscle et C2C12 Activation  (136) 
 
Tissu adipeux Activation ↑ fonctions mitochondriales 
↑ thermogénèse 
(80, 134) 
PPAR-γ 3T3-L1 Inhibition ↓ adipogénèse 
↑ lipolyse 
(75) 
PTP1B C2C12 Inhibition ↑ sensibilité à l’insuline (43) 
RBP1 H1299 et HeLa Inhibition ↓ sénescence cellulaire (137) 
Smad7 Cos-7 Inhibition ↓ apoptose (138) 
Sox9 293 Activation ↑ activité transcriptionnelle (139) 
Tat HEK293 et HeLa Activation ↑ transactivation HIV (140) 
TLE1  HeLa Activation ↓ activité transcriptionnelle (141) 
UCP2 INS-1 et MIN6 Inhibition ↑ sécrétion insuline (142, 143) 
UCP3 Muscle et C2C12 Inhibition  (144) 
WRN HEK293 Activation ↑ stabilité du génome (145) 
 
 Tableau 4. Gènes dont l’expression est directement régulée par Sirt1 et fonctions métaboliques 
associées. (modifié d’après (146) ; AceCS1 : acetyl-CoA synthetase 1 ; AP1 : activator-protein 1 ; AR : 
androgen receptor ; atg : autophagy-related protein ; CLOCK/BMAL1 : circadian clock genes ; eNOS : 
endothelial nitric oxide synthase ; FoxO : forkhead box O ; H1 : histone 1 ; HES1/HEY2 : bHLH repressor 
proteins ; HNF4-α : hepatic nuclear factor 4α ; LKB1 : serine/threonine kinase ; LXR : liver X receptor ; 
MEF2D : myocyte-specific enhancer factor 2D ; NF-κB : nuclear factor-κ-light-chain-enhancer of activated B 
cells ; pCAF : p300/CBP-associated factor ; PGC-1α : peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 
1α ; PPAR-γ : peroxisome proliferator-activated receptor γ ; PTP1B : protein tyrosine phosphatase 1B ; RBP1 : 
retinol binding protein 1 ; Smad7 : mothers against decapentaplegic homolog 7 ; Tat : human immunodeficiency 
virus protein ; TLE1 : transducin like enhancer of splin 1 ; UCP : uncoupling protein ; WRN : Werner syndrome 
protein). 
 
Par la suite, on s’intéressera aux fonctions de Sirt1 dans :  
- le tissu adipeux, 
- le pancréas, 
- le foie, 
- le muscle strié squelettique. 
Ces fonctions principales sont résumées dans la figure 16. 
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Figure 16. Fonctions principales de Sirt1 dans différents tissus (FoxO1 : forkhead box O 1 ; HNF-4α : 
hepatic nuclear factor 4α ; PGC-1α : peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1α ; 
PPAR-γ : peroxisome proliferator-activated receptor γ ; UCP2 : uncoupling protein 2). 
 
 
II. FONCTIONS DE SIRT1 DANS LE TISSU ADIPEUX 
 
Le récepteur nucléaire peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-γ est un 
régulateur transcriptionnel clé du métabolisme du tissu adipeux. Il intervient dans la 
régulation de l’adipogenèse et du stockage des acides gras dans le tissu adipeux blanc (147). 
La perte d’activité de PPAR-γ chez des souris KO PPAR-γ entraine une perte de tissu adipeux 
(148). Il a été montré que Sirt1 pouvait à la fois réguler le programme de différenciation des 
adipocytes, mais aussi l’oxydation des acides gras chez des adipocytes différenciés, en se liant 
à PPAR-γ (Tableau 5). En effet, chez des préadipocytes 3T3-L1, le blocage de Sirt1 au moyen 
d’un ARNsi  induit l’adipogenèse avec une augmentation du niveau d’expression en ARNm 
et en protéine de PPAR-γ et de ses gènes cibles, tels que les facteurs de transcription 
Tissu adipeux 
↑ oxydation des acides gras 
↓ adipogenèse 
↑ sensibilité à l’insuline 
PPAR-γ 
Pancréas 





↑ oxydation des acides gras 
Muscle strié squelettique 
↓ myogenèse 
↑ oxydation des acides gras 
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CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)-α et –δ impliqués dans la différenciation 
adipocytaire (75, 149). Chez des cellules 3T3-L1 différenciées, cette invalidation aboutit à 
l’accumulation de triglycérides (75). Au contraire, une surexpression de Sirt1 exerce des 
effets inverses, c’est-à-dire, un retard de l’adipogenèse avec une diminution du niveau 
d’expression de PPAR-γ et C/EBP-α et –δ, et une stimulation de l’oxydation des acides gras 
chez des adipocytes différenciés. Cette inhibition de PPAR-γ par Sirt1 est induite par la 
liaison de Sirt1 au corépresseur NCoR (nuclear receptor co-repressor) de PPAR-γ (75). Il a 
été montré, plus récemment, que par un rétrocontrôle négatif de C/EBP-α sur Sirt1, C/EBP-α 
pouvait réduire sa propre expression et donc inhiber l’adipogenèse en activant l’expression de 
Sirt1 (150) (Figure 17). Ainsi, chez des préadipocytes, une surexpression de C/EBP-α induit 
une augmentation du niveau d’expression endogène en ARNm et en protéine Sirt1. Plus 
spécifiquement, C/EBP-α se lie directement à l’élément de réponse CBS (C/EBP-α binding 





Figure 17. Régulation transcriptionnelle de l’adipogenèse par Sirt1. 1 : PPAR-γ stimule la transcription 
de C/EBP-α ; 2 : l’activation de C/EBP-α a pour but d’induire l’adipogenèse ; 3 : l’expression de 
C/EBP-α va activer par rétrocontrôle la transcription de Sirt1 ; 4 : Sirt1 va inhiber la transcription de 
PPAR-γ (C/EBP-α : CCAAT/enhancer-binding protein ; PPAR-γ : peroxisome proliferator-activated 
receptor γ ; Sirt1 : sirtuine 1). 
 
Sirt1 semble aussi avoir un rôle dans la régulation de la sécrétion de l’adiponectine, 
protéine sécrétée par le tissu adipeux pour sensibiliser le foie et le muscle à l’action de 
l’insuline. Des souris surexprimant Sirt1 soumises à un régime gras possèdent une sécrétion 
d’adiponectine augmentée, ainsi qu’une meilleure sensibilité à l’insuline comparativement à 
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transfection d’un ARNsi Sirt1 chez des adipocytes différenciés induit une augmentation de la 
sécrétion d’adiponectine (152).  
Comme Sirt1 semble favoriser la sensibilité à l’insuline, cette dernière pourrait être 
une cible pharmacologique intéressante chez des patients atteints de diabète de type II et/ou 
d’obésité. Il a été montré que le traitement de souris par du resveratrol ou du SRT1720 rend 
les animaux résistants à l’obésité induite par un régime gras, et les protègent contre le 
développement de l’insulino-résistance (43, 79, 80, 87, 134) (Tableau 5). Ceci pourrait en 
partie s’expliquer par une stimulation du métabolisme oxydatif et une diminution de la taille 
des adipocytes avec activation des gènes contrôlant les dépenses énergétiques, tels que PPAR-
α et γ et TR (thyroid hormone receptors) (134). 
 
Techniques utilisées Fonctions inhibées ou stimulées Références 
ARNsi de Sirt1 ↑ accumulation des triglycérides  
↑ adipogenèse 
(75, 149) 
Surexpression de Sirt1 ↑ oxydation des acides gras 
↓ adipogenèse 
(75) 
Resveratrol ↑ sensibilité à l’insuline 
↑ nombre et taille des mitochondries 
(43, 79, 80, 87) 
SRT1720 ↑ sensibilité à l’insuline 
↑ nombre et taille des mitochondries 
↓ taille des adipocytes 
(134) 
  
Tableau 5. Modulations expérimentales de Sirt1 et effets physiologiques associés dans le tissu adipeux 
(ARNsi : acide ribonucléique small intefering  ; Sirt1 : sirtuine 1). 
 
 
III. FONCTION DE SIRT1 DANS LE PANCREAS 
 
En plus de réguler la sensibilité à l’insuline, Sirt1 peut également intervenir dans la 
régulation de la sécrétion de cette dernière (Tableau 6). Il a tout d’abord été observé que Sirt1 
était spécifiquement exprimée dans les cellules β-pancréatiques (142, 143), suggèrant que 
Sirt1 interviendrait dans la fonction endocrine du pancréas. En effet, chez des souris 
surexprimant Sirt1 spécifiquement dans les cellules β-pancréatiques (BESTO), il y a une 
augmentation de leur capacité à sécréter de l’insuline en réponse au glucose (143). Cette 
régulation de la sécrétion d’insuline passe par la régulation de l’expression d’UCP 
(mitochondrial uncoupling protein) 2, protéine régulant négativement la sécrétion d’insuline. 
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Quand UCP2 diminue dans les cellules β-pancréatiques, le couplage entre la respiration et la 
synthèse d’ATP augmente, d’où une augmentation de la production mitochondriale d’ATP 
qui facilite la sécrétion d’insuline (153). Dans les cellules BESTO, une diminution du niveau 
en ARNm et en protéine UCP2, ainsi qu’une augmentation de la production d’ATP, ont été 
observées (143). De plus, une surexpression de Sirt1 chez des cellules pancréatiques MIN6 
s’accompagne d’une diminution du niveau en ARNm UCP2, alors qu’une invalidation du 
gène Sirt1 par ARNsi chez les cellules MIN6 ou INS-1 induit une augmentation de l’ARNm 
UCP2 (142, 143). De manière similaire, il a été montré, chez des cellules MIN6 ou INS-1, 
qu’une inhibition de l’activité de Sirt1 par du nicotinamide, aboutissait à une augmentation du 
niveau en ARNm et en protéine UCP2, ainsi qu’à un blocage de la sécrétion d’insuline (142). 
Plus spécifiquement, Sirt1 réprime la transcription d’UCP2 par liaison directe avec son 
promoteur (142). Cependant, la stimulation de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose 
chez les souris BESTO est abolie avec l’âge (154). Chez ces souris âgées, on n’observe 
aucune diminution de l’expression d’UCP2. Il semblerait que l’abolition de la sécrétion 
d’insuline en réponse au glucose soit liée à une diminution de la synthèse du NAD+, puisque 
le nicotinamide mononucléotide, composé intermédiaire synthétisé à partir du nicotinamide 
dans la voie de biosynthèse du NAD+ (Figure 12), est diminué chez les souris BESTO âgées 
(154). De plus, chez ces dernières, une injection de nicotinamide mononucléotide restaure 
l’effet bénéfique de Sirt1 sur la sécrétion d’insuline stimulée par du glucose. Ainsi, au cours 
du vieillissement, la synthèse du NAD+ et l’activité de Sirt1 diminuent aboutissant à 
l’inhibition de l’effet positif de Sirt1 sur la sécrétion d’insuline chez les souris BESTO. 
 
Techniques utilisées Fonctions inhibées ou stimulées Références 
Surexpression de Sirt1 ↑ sécrétion d’insuline  (143) 
ARNsi de Sirt1 
Nicotinamide 




Tableau 6. Modulations expérimentales de Sirt1 et effets physiologiques associés dans le pancréas 
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IV. FONCTIONS DE SIRT1 DANS LE FOIE 
 
1. Régulation de la néoglucogenèse 
 
PGC (peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator)-1α est un coactivateur 
transcriptionnel, découvert dans les cellules de tissu adipeux brun (155) intervenant dans la 
régulation de nombreuses fonctions physiologiques. Ce dernier est notamment un régulateur 
clé de la production de glucose dans le foie chez les souris diabétiques ou soumises à un jeûne 
par sa régulation de la néoglucogenèse (156-160). Or, puisqu’il a été mis en évidence que, 
chez des souris soumises à un régime gras et à un traitement au resveratrol, il y avait une 
augmentation du nombre de mitochondries dans le foie et une augmentation de la 
déacétylation de PGC-1α, il est possible que Sirt1 puisse intervenir dans la régulation du 
métabolisme hépatique (79) (Tableau 7). Effectivement, chez des souris soumises à un jeûne, 
il y a une augmentation conjointe du niveau d’expression protéique de Sirt1 et de PGC-
1α dans le foie (132). A l’inverse, une inhibition de l’activité de Sirt1 par du nicotinamide 
dans des cellules 293T favorise l’acétylation de PGC-1α (132). De plus, il a été montré que 
Sirt1, en coactivant et déacétylant PGC-1α de façon dépendante au NAD+, pouvait favoriser 
l’expression génique d’enzymes de la voie néoglucogénique et inhiber l’expression génique 
d’enzymes de la voie glycolytique dans le foie en réponse à un jeûne (132). De plus, chez des 
hépatocytes surexprimant PGC-1α et cultivés en présence de pyruvate (augmentant le ratio 
NAD+/NADH), il y a une stimulation de l’expression des gènes de la néoglucogenèse, tels 
que les gènes de la phosphoénol-pyruvate carboxykinase (PEP-CK) et glucose-6-phosphatase 
(G-6-Pase) et une inhibition de l’expression des gènes de la glucokinase (GK) et la pyruvate 
kinase (PK) de la glycolyse (132). De façon contraire, la transfection d’un ARNsi Sirt1 dans 
ces hépatocytes aboutit à la répression de l’expression de PEP-CK et de G-6-Pase et à 
l’activation de l’expression de GK et de PK (132). Plus spécifiquement, il a été montré que 
Sirt1 formait un complexe protéique avec PGC-1α et HNF (hepatic nuclear factor)-4α (132), 
facteur transcriptionnel essentiel à l’induction de l’expression génique des gènes de la 
néoglucogenèse par PGC-1α (159) (Figure 18 et Tableau 7).  
Une étude plus récente (161) montre également que FoxO1 et HNF-4α sont impliqués 
dans la régulation de l’expression génique de la GK chez des hépatocytes soumis à un 
traitement au resveratrol. FoxO1 est un facteur transcriptionnel essentiel à la régulation de la 
production hépatique de glucose (158, 162, 163). Dans l’étude de Ganjam et al., suite au 
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traitement de souris avec du resveratrol, il y a une augmentation du niveau en ARNm de PEP-
CK, mais une diminution en ARNm et en protéine de la GK (161). De façon plus spécifique, 
il a été montré, chez des hépatocytes, que FoxO1 était déacétylé en présence de resveratrol, et 
qu’il était requis pour la diminution de l’expression de la GK induite par le resveratrol. Cette 
diminution de l’expression de la GK résulte de l’action de FoxO1 avec HNF-4α : le 
resveratrol augmente leur interaction dans les hépatocytes, ce qui supprime le recrutement de 
HNF-4α sur son site de liaison situé sur le promoteur GK et ainsi diminue la transcription de 
la GK (161) (Figure 18 et Tableau 7). 
Une autre étude montre également l’importance de Sirt1 dans la régulation de la 
néoglucogenèse par la déacétylation de FoxO1 (78). La déacétylation de FoxO1 par Sirt1, 
suite à un traitement des cellules H4IIE par du resveratrol, favorise l’accumulation de FoxO1 
dans le noyau, augmentant ainsi la transcription de gènes néoglucogéniques dépendante de 
FoxO1, comme la G-6-Pase (78) (Figure 18). D’après l’étude de Puigserver et al. (158), 
FoxO1 et PGC-1α interagissent ensemble dans le programme néoglucogénique. En effet, 
PGC-1α se lie et coactive FoxO1 dans le but d’induire la néoglucogenèse (158). D’après les 
études précédentes, on peut ainsi dire que l’action de Sirt1 sur la régulation de la 
néoglucogenèse pourrait être dépendante de la coactivation de FoxO1 par PGC-1α (Figure 18 
et Tableau 7). 
Chez des rats diabétiques, dont les niveaux en ARNm et en protéine Sirt1 sont 
diminués de 75 % grâce à un oligonucléotide anti-sens Sirt1, on observe une diminution des 
niveaux en ARNm et en protéine PEP-CK et du niveau en ARNm de la G-6-Pase (164). Ces 
diminutions sont probablement le résultat d’une diminution de l’activité transcriptionnelle du 
facteur FoxO1 et du coactivateur PGC-1α puisqu’en présence d’oligonucléotide anti-sens 
Sirt1, leurs niveaux d’acétylation est fortement augmenté (164) (Figure 18 et Tableau 7). 
Une autre étude de Rodgers et al. (165) utilisant des souris invalidées pour Sirt1 
hépatique par ARNsh renforce les observations ci-dessus. En effet, l’invalidation du gène 
Sirt1 hépatique en condition de jeûne chez ces souris diminue l’expression des gènes de la 
néoglucogénèse, tels que PEP-CK et G-6-Pase et favorise l’expression de ceux de la 
glycolyse. Comme précédemment, ces effets sont étroitement liés à l’activité 
transcriptionnelle de FoxO1 et PGC-1α, puisque l’invalidation hépatique de Sirt1 
s’accompagne d’une augmentation du niveau d’acétylation de ces deux protéines (165). De 
plus, une surexpression de Sirt1 chez ces souris rétablit tous les changements créés par 
l’invalidation du gène Sirt1 hépatique et cela de façon dépendante de PGC-1α (165) (Figure 
18 et Tableau 7). 
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Figure 18. Régulation transcriptionnelle de la néoglucogenèse et de la glycolyse par Sirt1. En cas de 
stimulation de l’expression de Sirt1, Sirt1 va déacétyler PGC-1α, FoxO1 et HNF-4α et favoriser leur 
interaction dans le but de stimuler la néoglucogenèse et inhiber la glycolyse (PGC-1α/HNF-4α : (132) ; 
PGC-1α/FoxO1 : (158) ; FoxO1/HNF-4α : (161) ; Ac : groupement acétyl ; FoxO1 : forkhead box O 1 ; 
HNF-4α : hepatic nuclear factor 4α ; PGC-1α : peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 
1α ; Sirt1 : sirtuine 1). 
 
L’effet stimulateur de Sirt1 sur la néoglucogenèse décrit dans les études ci-dessus est 
cependant soumis à controverse (115, 166) (Tableau 7). En effet, chez des hépatocytes soumis 
à un jeûne, l’addition de SRT1720 ou de resveratrol aboutit à la déacétylation et à l’inhibition 
de CRTC (CREB regulated transcription coactivator) 2, stimulateur de l’expression des gènes 
de la néoglucogenèse (166). De plus, l’ajout d’isonicotinamide ou de resveratrol, activateurs 
de Sirt1, chez des hépatocytes HepG2 conduit à une diminution de l’ARNm de PEP-CK 
(115). Le promoteur PEP-CK possède un site de liaison à HNF4-α situé en position -272 à -
252. Ainsi, une fois activée par l’isonicotinamide, Sirt1 déacétyle HNF4-α diminuant ainsi 
l’affinité de liaison d’HNF4-α pour son site de liaison au promoteur PEP-CK, ce qui inhibe la 
transcription du gène PEP-CK (115).  
 
Pour résumer, les études montrant une stimulation de la néoglucogenèse par Sirt1 
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surexpression…), alors que les deux études contradictoires utilisent quant à elles des 
molécules activatrices de l’activité de Sirt1 dont la spécificité est controversée (cf chapitre 
V.2.b). Ainsi, même si dans ces études il y a une inhibition de la néoglucogenèse en cas 
d’activation de Sirt1, il est à envisager que les molécules utilisées pour réguler l’activité de 
Sirt1 ne sont peut être pas spécifiques de cette dernière et qu’elles jouent également un rôle 
dans la régulation d’autres protéines, comme pour le resveratrol qui active également 
l’AMPK (cf chapitre V.2.b). 
 
2. Régulation du métabolisme lipidique et du cholestérol 
 
Comme décrit précédemment, de nombreuses études ont montré que Sirt1 était 
essentielle à la régulation de la néoglucogenèse et de la glycolyse. Cependant, il semblerait 
que Sirt1 intervienne également dans la régulation du métabolisme lipidique, ainsi que dans 
celui du cholestérol (165). En effet, l’invalidation in vivo du gène Sirt1 hépatique diminue 
l’expression des gènes de l’oxydation des acides gras, tels que MCAD (medium chain acyl-
CoA deshydrogenase) ou CPT (carnitine palmitoyltransferase)-1a. De plus, Sirt1 régule 
l’expression de  LXR (liver X receptor)-α et PGC-1β, qui sont eux-mêmes impliqués dans la 
régulation de l’expression des gènes du transport du cholestérol (167-170). En effet, leurs 
expressions géniques sont diminuées en présence d’ARNsh Sirt1. De plus, une seconde étude 
a également montré que chez des souris Sirt1-/-, les niveaux en ARNm de cibles de LXR-α 
comme SREBP (sterol regulatory element binding protein)-1c (165) ou ABCA (ATP-binding 
cassette transporter) 1, régulateurs majeurs de l’homéostasie lipidique et du cholestérol (171, 
172), étaient diminués dans le foie (119). 
Regardons de plus près le mécanisme par lequel Sirt1 régule LXR-α et donc celui de 
ces gènes cibles. LXR-α, fortement exprimé dans le foie, est un récepteur nucléaire activé par 
les oxystérols ayant un rôle central dans le contrôle transcriptionnel du métabolisme lipidique 
(169). LXR-α fonctionne en formant un hétérodimère avec le récepteur RXR (retinoid X 
receptor) et en se liant aux éléments de réponse LXRE spécifiques localisés dans le promoteur 
des gènes cibles (167, 173-175). Il a été montré chez des cellules HEK293T que Sirt1 
déacétylait la lysine K432 de LXR-α du complexe LXR/RXR (119). Cependant, il a 
curieusement été observé une corrélation inverse entre le niveau d’activité de LXR-α et son 
niveau protéique chez des MEF Sirt1-/- (119). Ceci peut s’expliquer par le fait que 
l’acétylation de LXR-α bloque son ubiquitination et sa dégradation. En effet, comme décrit 
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dans la Figure 19, après fixation du complexe LXR/RXR sur les éléments de réponse LXR du 
promoteur des gènes cibles et induction de la transcription des gènes cibles, Sirt1 déacétyle 
LXR permettant ainsi à la molécule LXR d’être ubiquitinylée et dégradée par le protéasome. 
Cette dégradation aboutit au recrutement d’une nouvelle molécule LXR pour un second cycle 
de transcription du gène cible. Ce turnover ainsi stimulé par Sirt1 permet donc l’augmentation 




Figure 19. Modèle du rôle de Sirt1 dans la régulation de la transactivation des promoteurs des gènes 
cibles de LXR (modifiée d’après (119) ; Ac : groupement acétyl ; LXR : liver X receptor ; LXRE : 
éléments de réponse LXR ; RXR : retinoid X receptor ; Sirt1 : sirtuine 1 ; Ub : ubiquitine). 
 
Techniques utilisées Fonctions inhibées ou stimulées Références 
ARNsi de Sirt1 ↓ néoglucogenèse 
↑ glycolyse  
(165) 
Resveratrol ↓ glycolyse (161) 
Resveratrol ↑ néoglucogenèse (78) 
Oligonucléotide antisens de Sirt1 ↓ néoglucogenèse (164) 
ARNsh Sirt1 hépatique ↓ production de glucose 
↓ néoglucogenèse 
↑ glycolyse 
↑ synthèse lipidique 




↓ néoglucogenèse (115) 
(166) 
  
Tableau 7. Modulations expérimentales de Sirt1 et effets physiologiques associés dans le foie (ARNsi : 


















Déacétylation de LXR par Sirt1 
Ubiquitination de LXR 
Dégradation de LXR 
Recrutement de LXR 
pour un second cycle Promoteur de gènes cibles 
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V. FONCTIONS DE SIRT1 DANS LE MUSCLE STRIE 
SQUELETTIQUE 
 
1. Régulation de la différenciation myogénique 
 
Il y a une quinzaine d’années, alors que Sirt1 n’était pas connue, beaucoup d’études se 
sont intéressées au rôle des HDAC et HAT dans la différenciation myogénique chez les 
mammifères (Figure 20). Il a été montré que les HAT favorisaient la myogenèse. La famille 
des protéines CBP/p300 intervient dans le programme de différenciation terminale des 
cellules musculaires  (176-178) pour coactiver le facteur myogénique MyoD. p300 va ainsi 
s’associer et acétyler MyoD permettant la stimulation de la transcription des gènes 
dépendante de MyoD (178-180). De plus, CBP/p300 peut également favoriser la myogenèse 
en stimulant la transactivation médiée par un autre facteur myogénique MEF (myocyte 
enhancer factor) 2 (181). La famille GCN5/pCAF, en formant de la même manière un 
complexe avec MyoD, permet aussi de stimuler la formation des myotubes (182). Les HDAC 
vont quant à elles inhiber la myogenèse. En effet, les HDAC, en s’associant et en déacétylant 
MyoD ou MEF2, vont empêcher la différenciation musculaire (183, 184). Les HDAC de 
classe 2, telles que HDAC 4, 5 et 7 possèdent un domaine de liaison leur permettant de 
s’associer avec MEF2 et d’inhiber la transcription dépendante de MEF2 (185, 186-189). Plus 
particulièrement, l’HDAC 4 peut inhiber l’activité  transcriptionnelle de MEF2 par 
déacétylation (62). Quant à HDAC 1 de classe 1, elle s’associe directement avec MyoD et le 
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Figure 20. Rôles des HAT et HDAC dans le contrôle de l’expression génique musculaire (modifiée 
d’après (183) ; HAT : histone acétyltransférase ; HDAC : histone déacétylase ; MEF2 : myocyte-
specific enhancer factor 2 ; pCAF : p300-CBP assocaited factor). 
 
Puisque l’expression des gènes musculaires est régulée par les activités concertées et 
opposées des HDAC et HAT, des études se sont penchées sur le rôle de Sirt1 dans la 
régulation de la myogenèse chez les mammifères. La première, en 2003 (120), montre que, 
comme HDAC1, Sirt1 inhibe le facteur myogénique MyoD et la différenciation myogénique 
(Tableau 8). Une surexpression de Sirt1, chez des myoblastes C2C12, aboutit à la formation 
d’un complexe protéique ternaire composé de Sirt1, pCAF et MyoD. Ce complexe 
s’accompagne d’une diminution du niveau d’acétylation de MyoD et de pCAF et d’une 
diminution du niveau d’expression des gènes musculaires dont la transcription est dépendante 
de MyoD, tels que myogénine ou MEF2C, et d’une inhibition de la différenciation (120). Au 
contraire, l’addition de nicotinamide permet d’augmenter le niveau d’acétylation de pCAF et 
de MyoD, et l’invalidation de Sirt1 au moyen d’un ARNsh induit la différenciation avec une 
augmentation de l’expression des gènes musculaires, comme myogénine et MEF2C (120). Il 
est également possible que Sirt1 régule négativement la myogenèse en inhibant MEF2D, 
puisqu’il a été montré que Sirt1 pouvait fonctionner comme une déacétylase de MEF2D chez 
des cellules 293T (62).  
On a vu précemment que l’activité déacétylase de Sirt1 était sensible aux variations du 
ratio NAD+/NADH (120). Si le ratio NAD+/NADH est augmenté chez des myoblastes C2C12 
(addition de pyruvate), l’expression des gènes myogéniques est diminuée. Cependant, si 
l’expression du gène Sirt1 est invalidée au moyen d’un ARNsh, la réponse des myoblastes au 
pyruvate est largement diminuée (120). De plus, Sirt1 peut aussi réguler la myogenèse en 
réponse à des modifications de la concentration en glucose (191). Ainsi, des myoblastes 
C2C12 cultivés en présence d’une faible quantité de glucose (augmentant le ratio 
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noyaux, alors qu’en présence d’une forte concentration de glucose (diminuant le ratio 
NAD+/NADH), l’induction de la myogenèse est normale avec une diminution de 
l’accumulation de Sirt1 dans les noyaux (191).  
 
2. Régulation du métabolisme oxydatif du muscle strié squelettique 
 
a. Régulation de PGC-1α 
 
Dans le muscle strié squelettique, PGC-1α est considéré comme le régulateur maître 
de la biogénèse mitochondriale et du métabolisme oxydatif. Etant donné qu’il a été montré 
que Sirt1 déacétylait PGC-1α dans le foie (132), et dans les cellules PC12 (131), il est à 
envisager que Sirt1 puisse réguler le métabolisme oxydatif dans le muscle strié squelettique 
au moyen d’une déacétylation de PGC-1α (Tableau 8). La première équipe à avoir envisager 
ce rôle est celle de Lagouge et al. (80). Dans cette étude, des souris soumises à un régime gras 
et à un traitement au resveratrol, présentaient une augmentation de la capacité aérobie avec 
une augmentation du nombre et de la taille des mitochondries dans le muscle strié 
squelettique (80). Cette amélioration proviendrait d’une diminution du niveau d’acétylation 
de PGC-1α et donc d’une augmentation de son activité, qui est associée à une induction des 
gènes stimulant la biogenèse mitochondriale comme NRF (nuclear respiratory factor)-1, ERR 
(estrogen-related receptor)-α ou TFAM (facteur de transcription mitochondrial A). Ces effets 
seraient dépendants de Sirt1 puisque chez des myotubes C2C12 surexprimant PGC-1α, 
l’inactivation de Sirt1 au moyen d’un ARNsh bloque la stimulation de l’expression d’ERR-α 
induite par PGC-1α (80). Cependant, comme l’efficacité du resveratrol en tant qu’activateur 
spécifique de Sirt1 est soumise à controverse (cf chapitre V.2.b) et qu’aucune preuve directe 
de l’implication n’ait été fournie, l’étude précédente (80) laisse en suspens la question de 
l’implication directe de Sirt1 dans la régulation du métabolisme oxydatif dans le muscle strié 
squelettique. Dans une seconde étude, chez des souris soumises à un régime gras (134), le 
SRT1720, un activateur de Sirt1, semble avoir une action limitée sur la régulation du 
métabolisme oxydatif  mitochondrial, mais stimule le programme d’oxydation des acides gras 
(134). En effet, aucune augmentation de l’expression en ARNm des gènes, tels que PGC-1α, 
cytochrome c ou citrate synthétase n’est observée chez ces souris, alors que l’expression des 
gènes de l’oxydation des acides gras, tels que CPT-1b ou MCAD, est stimulée (134) (Tableau 
8). 
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Toutefois, une étude plus probante de Gerhart-Hines et al. en 2007 (135) apporte des 
éléments de réponse à la question évoquée ci-dessus. Premièrement, Sirt1 régule l’expression 
des gènes du métabolisme mitochondrial et de l’oxydation des acides gras, puisque 
l’inhibition de l’expression de Sirt1 au moyen d’un ARNsh chez des myotubes primaires ou 
l’invalidation de Sirt1 chez des MEF Sirt1-/- diminue le niveau en ARNm de gènes codant 
des protéines mitochondriales, tels que cytochrome c, MCAD et CPT-1b (135). 
Deuxièmement, ils montrent que Sirt1 est nécessaire à la régulation du métabolisme 
mitochondrial et à l’oxydation des acides gras, de façon dépendante de PGC-1α. En effet, 
chez des myotubes C2C12 surexprimant PGC-1α, l’inhibition du gène Sirt1 au moyen d’un 
ARNsh diminue la stimulation de l’expression de gènes, tels que cytochrome c, MCAD ou 
CPT-1b induite par la surexpression de PGC-1α (135). Cet effet serait médié par la 
déacétylation de PGC-1α puisque chez des MEF Sirt1-/-, le niveau d’acétylation de PGC-1α 
est augmenté (135). Enfin, chez des MEF Sirt1-/-, en réponse à une restriction en glucose qui 
conduit à une augmentation du ratio NAD+/NADH et à une déacétylation de PGC-1α, aucune 
stimulation de l’expression des gènes de l’oxydation des acides gras n’a été observée, 
contrairement aux MEF Sirt1+/+ (135) (Figure 21 et Tableau 8). 
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Figure 21. Modèle du contrôle de l’oxydation des acides gras via la voie Sirt1/PGC-1α (modifiée 
d’après (135) ; Ac : groupement acétyl ; NAD+ : nicotinamide adénine dinucléotide ; PGC-1α : 
peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1α ; Sirt1 : sirtuine 1). 
 
Par ailleurs, il a été montré que Sirt1 régulait l’activité du promoteur PGC-1α via 
MyoD (136). En effet, Sirt1 déacétyle PGC-1α dans le but de permettre à ce dernier 




Figure 22. Représentation schématique du mécanisme de régulation de la transcription du gène PGC-1α 
par Sirt1 (modifiée d’après (136) ; PGC-1α : peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 
1α ; Sirt1 : sirtuine 1). 
 
Le rôle stimulateur de Sirt1 sur la biogenèse mitochondriale est cependant soumis à 
controverse (192). Gurd et al. (192) ont montré que l’activité déacétylase de Sirt1 n’était pas 
Restriction en glucose 
↑ NAD+ 
Activation de Sirt1 
↑ expression des gènes codant 
des protéines mitochondriales 






PGC-1α Ac PGC-1α 
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associée à la capacité oxydative du muscle strié squelettique. Plus précisément, il existe même 
une corrélation inverse entre le niveau d’expression de Sirt1 et de PGC-1α dans le 
gastrocnemius blanc, le gastrocnemius rouge, le tibialis anterior blanc et le tibialis anterior 
rouge (192). Lors d’une stimulation de la biogenèse mitochondriale par stimulation électrique 
chronique basse fréquence ou par administration d’AICAR (5-aminoimidazole-4-
carboxyamide-1-β-D-ribofuranoside), il y a une augmentation du niveau d’expression de 
PGC-1α, COX (cytochrome c oxidase subunit) IV et une diminution de celle de Sirt1 (192). 
Enfin, une surexpression de Sirt1 dans le muscle conduit à une diminution en protéine PGC-
1α et COXIV (192) (Tableau 8). Des conclusions similaires ont été faites par Chabi et al. 
(193) : lors d’une stimulation de la biogenèse mitochondriale chez des rats, soit par un 
exercice, soit par une stimulation électrique chronique basse fréquence, on observe une 
augmentation du niveau protéique de PGC-1α et du cytochrome c, mais aucune modification 
de celui de Sirt1 (193).  
 
Techniques utilisées Fonctions inhibées ou stimulées Références 
Surexpression de Sirt1 ↓ myogenèse (120) 
ARNsh Sirt1 ↑ myogenèse (120) 
Resveratrol ↑ biogenèse mitochondriale (80) 
SRT1720 ↑ oxydation des acides gras (134) 
ARNsh Sirt1 
MEF Sirt1-/- 
↓ oxydation des acides gras 
↓ gènes codant des protéines 
mitochondriales 
(135) 
Surexpression de Sirt1 ↓ biogenèse mitochondriale (192) 
  
Tableau 8. Modulations expérimentales de Sirt1 et effets physiologiques associés dans le muscle strié 
squelettique (ARNsh : acide ribonucléique small hairpin ; MEF : mouse embryonic fibroblast ; Sirt1 : 
sirtuine 1). 
 
b. Rôle de l’AMPK 
 
Dans les études précédentes, de nombreuses molécules connues comme activatrices de 
Sirt1 ont été utilisées dans le but de stimuler son activité. Cependant, si on regarde de plus 
près le mécanisme d’action de ces molécules, il semblerait que leurs effets sur Sirt1 ne soient 
pas aussi efficaces et spécifiques qu’initialement souhaités. Par exemple, il a été montré que 
le resveratrol et le SRT1720 n’activaient Sirt1 que lorsqu’elle était dosée avec un subsstrat 
commercial comportant un fluorochrome (Fluor-de-Lys) (194, 195). De plus, le resveratrol 
peut stimuler l’activité de Sirt1 indirectement via l’activité de l’AMPK. En effet, il a été 
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observé que le resveratrol stimulait l’activité de l’AMPK dans des cellules neuro2a et des 
neurones primaires (196), ainsi que dans des cellules CHO et dans le foie de souris (79). De 
plus, chez des myotubes L6, l’inhibition de l’activité de l’AMPK abolit la stimulation de la 
prise de glucose induite par du resveratrol (197). 
L’AMPK est une enzyme fonctionnant comme un capteur de l’énergie cellulaire qui 
est activée par une augmentation du ratio AMP/ATP (198). L’AMPK peut donc être activée 
par des stimuli inhibant la production d’ATP comme l’hypoxie, le stress oxydatif, la 
restriction en glucose, ou par des stimuli accélérant la consommation d’ATP, tels que 
l’exercice musculaire (86). La première étude décrivant l’implication de l’AMPK dans la 
régulation de Sirt1 est celle de Fulco et al. (121) où il est question de l’importance de la 
Nampt dans le mécanisme d’inhibition de la myogenèse par Sirt1 en cas de restriction en 
glucose (121). La Nampt est une enzyme essentielle à la production du NAD+ à partir du 
nicotinamide (Figure 12). L’AMPK est nécessaire à l’inhibition de la myogenèse par Sirt1, 
puisqu’en cas de mutation de la sous-unité α-2-catalytique de l’AMPK (K45R), des 
myoblastes soumis à une restriction en glucose (induisant une augmentation du ratio 
AMP/ATP), peuvent se différencier (121). La Nampt, dont l’expression est stimulée par 
l’AMPK, serait essentielle dans ce mécanisme puisqu’une inhibition de la Nampt au moyen 
d’un ARNsh permet la différenciation des myoblastes en myotubes (121). Ainsi, en cas de 
restriction en glucose, il y a une activation de l’AMPK qui induit une augmentation de la 
transcription de la Nampt, aboutissant à une augmentation du ratio NAD+/NADH et à une 
activation de Sirt1, ceci aboutit à l’inhibition de la myogenèse (121) (Figure 23).  
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Figure 23. Illustration de l’inhibition de la myogenèse par la voie AMPK/Nampt/Sirt1 (modifiée d’après 
(121) ; AMP : adénosine monophosphate ; AMPK : AMP kinase ; ATP : adénosine triphosphate ; 
NAD+/NADH : nicotinamide adénine dinucléotide ; Nampt : nicotinamide phosphoribosyltransférase ; 
Sirt1 : sirtuine 1). 
 
Cependant, l’AMPK pourrait aussi réguler l’activité de PGC-1α, en modulant l’activité 
de Sirt1 par une augmentation du ratio NAD+/NADH, mais de façon indépendante à une 
augmentation de l’expression de Nampt (85) (Figure 24). Tout d’abord, l’ajout d’AICAR, un 
activateur de l’AMPK, dans le milieu de myoblastes C2C12 permet d’augmenter la 
déacétylation et l’activité de PGC-1α, et cela de façon dépendante à Sirt1 (85). De plus, chez 
des myotubes C2C12, l’invalidation du gène Sirt1, au moyen d’un ARNsh, diminue 
l’augmentation de l’expression des gènes cibles de PGC-1α comme CPT-1b et cytochrome c, 
induite par l’AICAR. Cette régulation de Sirt1 par l’AMPK est dépendante du ratio 
NAD+/NADH, puisque l’ajout d’AICAR chez des myotubes C2C12 ou chez des souris 
Restriction en glucose 
AMPK 
Transcritpion de Nampt 
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aboutit à l’augmentation de ce ratio (85). Cependant, au contraire de l’étude précédente, 
l’action de l’AMPK sur l’activité de Sirt1 serait indépendante de Nampt, puisque l’inhibition 
de l’activité de Nampt ne prévient pas la déacétylation de PGC-1α (85). L’augmentation du 
ratio NAD+/NADH serait, dans ce cas, due à la stimulation du métabolisme d’oxydation des 
lipides (85). En cas de stress énergétique (restriction de la concentration en glucose chez des 
myotubes C2C12), ces mêmes auteurs observent les évènements suivants : augmentation de 
l’activité de l’AMPK (18-24h), puis augmentation de la concentration en NAD+ et de 
l’activité Sirt1 avec augmentation de la déacétylation de PGC-1α (30-36h) (84). Ils ont 
également montré que l’AMPK était la molécule clé à l’origine des adaptations métaboliques 
dépendantes de Sirt1. Des myotubes C2C12 surexprimant une forme dominante négative de la 
sous-unité α-1-catalytique de l’AMPK, ou des souris KO AMPK-γ-3 ne présentent pas de 
modification de la concentration de NAD+, ni de déacétylation de PGC-1α, ni d’augmentation 
d’expression des gènes mitochondriaux lors d’une restriction calorique (84). L’activation de 
Sirt1 pourrait ainsi être une conséquence indirecte des adaptations métaboliques et 
transcriptionnelles induites par l’activation de l’AMPK. 
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Figure 24. Activation de PGC-1α par la voie AMPK/Sirt1 (modifiée d’après (85) ; Ac : groupement 
acétyl ; AMP : adénosine monophosphate ; AMPK : AMP kinase ; ATP : adénosine triphosphate ; 
NAD+/NADH : nicotinamide adénine dinucléotide ; PGC-1α : peroxisome proliferator-activated 
receptor γ coactivator 1α ; Sirt1 : sirtuine 1). 
 
Enfin, une dernière étude plus récente de Um et al. montre que l’AMPK est la cible clé 
des effets métaboliques du resveratrol (199). En effet, le resveratrol induit une augmentation 
du niveau d’expression de PGC-1α et de cytochrome c, ainsi qu’une augmentation du ratio 
NAD+/NADH et une déacétylation de PGC-1α chez des souris sauvages, alors que des souris 
KO AMPK sont insensibles à l’action du resveratrol (199).  
Les drogues utilisées jusqu’à aujourd’hui, connues comme activatrices de Sirt1 
semblent donc avoir un spectre d’action plus large que l’activation de Sirt1 (194, 195). Il faut 
donc utiliser et analyser avec précaution les résultats obtenus dans ces conditions là. Les 
effets bénéfiques de ces drogues semblent indirectement liés à l’activité de Sirt1 et 
directement liés à celle de l’AMPK. Les deux protéines AMPK et Sirt1 semblent donc 
Restriction en glucose 
AMPK 
↑ NAD+/NADH  
Sirt1 
PGC-1α Ac PGC-1α 
Oxydation des lipides 
↑ AMP/ATP 
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fonctionner de façon coordonnée pour adapter les réponses cellulaires aux modifications 
environnementales. Il est donc à envisager un axe AMPK/Sirt1 qui contrôlerait de 
nombreuses fonctions physiologiques dans le muscle strié squelettique (86, 200, 201). 
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 Objectifs  
 
D’après l’étude bibliographique présentée ci-dessus, il est clairement établi que Sirt1 
est une protéine clé de la régulation du métabolisme du glucose. Sirt1 facilite tout d’abord 
l’action de l’insuline en augmentant sa sécrétion par le pancréas et en augmentant sa 
sensibilité au niveau de différents tissus (muscle, tissu adipeux). De plus, dans le foie, Sirt1 
stimule la néoglucogenèse et inhibe la glycolyse. Enfin, au niveau du muscle strié 
squelettique ou du tissu adipeux, Sirt1 favorise l’oxydation des acides gras. Toutefois, l’action 
directe de Sirt1 sur la régulation du métabolisme du glucose dans le muscle strié squelettique 
n’est pas encore connue. C’est pourquoi, nous avons émis l’hypothèse que Sirt1 serait 
impliquée dans la régulation du métabolisme du glucose dans le muscle strié squelettique. 
Dans ce contexte, le travail de thèse présenté ici tentera d’apporter de nouveaux 
éléments de compréhension sur la régulation de ce métabolisme par Sirt1 dans le muscle strié 
squelettique. Pour cela, nos objectifs étaient :  
- de déterminer in vivo si Sirt1 était impliquée dans la régulation de l’expression des 
gènes régulant le métabolisme du glucose, 
- de déterminer in vivo quel était le mécanisme d’action de Sirt1 sur cette régulation de 
l’expression des gènes régulant le métabolisme du glucose, 
- de caractériser in vitro les adaptations métaboliques de myotubes C2C12 lors d’un 
jeûne. 
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RECUPERATION DE PLASMIDE SUR PAPIER WHATMAN 
 
Références  
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503) 
 
Principe 
Certains des plasmides utilisés au cours de ce travail ont été généreusement fournis pas d’autres équipes 
de recherche. Pour cela, une quantité d’ADN plasmidique nu avait été déposé sur un morceau de papier whatman 




tris  10 mM 
 
Protocole  
1. Découper délicatement autour du cercle. 
2. Disposer le morceau de papier au fond d’un tube eppendrof 2 mL. 
3. Déposer 50 µL de Tris 10 mM. 
4. Agiter pendant 5 secondes puis attendre 5 secondes sans agiter. 
5. Renouveler pendant 5 minutes. 
6. Disposer le morceau de papier dans un filtre adapté au tube eppendorf. 
7. Centrifuger 5 secondes à faible vitesse. 
8. Récupérer le tampon contenant l’ADN plasmidique. 
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TRANSFORMATION DE BACTERIES COMPETENTES 
 
Références  
- JM109 competents cells (Qiagen L1001) 
- LB Luria Bernati broth (Sigma-Aldrich L3152) 
- Agar (Fluka 5039) 
- Ampicilline (Sigma-Aldrich A9518) 
- Kanamycine (Sigma-Aldrich K1876) 
 
Principe 
La compétence d’une bactérie est un état temporaire qui lui permet d’absorber des molécules d’ADN 
exogènes. Des bactéries JM109 d’Echerichia Coli compétentes sont transformées avec le plasmide recombinant 
qui ne s’intègre pas au génome et se réplique simultanément à la bactérie de façon autonome. La transformation 
permet une amplification exponentielle rapide et sans modification de la séquence du plasmide. Le plasmide est 





ampicilline 50 mg/mL 
kanamycine  150 mg/mL 
 
- milieux de culture pH = 7,5 
 Solide : 15 g d’agar et 25 g de LB dans 1 L d’eau (autoclave) 
Liquide : 25 g de LB dans 1 L d’eau (autoclave) 
 
Protocole  
1. Décongeler, à température ambiante, 100 µL de bactéries compétentes. Ajouter 1 µL d’ADN plasmidique. 
2. Laisser dans la glace pendant 1 heure. 
3. Incuber à 42°C pendant 2 minutes dans un bloc chauffant ou un bain-marie. 
4. Ajouter 1 mL de milieu LB, puis mélanger délicatement. Incuber 1 heure à 37°C au bain-marie. 
5. Centrifuger à 3500g pendant 3 minutes à température ambiante. 
6. Eliminer 1 mL de surnageant. Reprendre délicatement le culot avec les 100 µL  restants. 
7. Inoculer une boîte de culture contenant l’antibiotique approprié. Laisser incuber à 37°C pendant 15 minutes 
à l’endroit, puis laisser pousser la boîte à l’envers pendant 12-16 heures.  
 
Puis, le second jour, sélectionner une demie colonie et inoculer 10 mL de milieu LB contenant l’antibiotique 
approprié.  
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PREPARATION DE STABS 
 
Références  
- Glycérol (Fisher Scientific G/P450/08) 
 
Principe 
Les stabs bactériens permettent de conserver des bactéries compétentes transformées avec de l’ADN 
plasmidique plusieurs mois au -80°C.  
 
Solutions 
- glycérol à 80  % 
80 mL de glycérol + 20 mL d’eau. Autoclaver. 
 
Protocole  
1. Suivre la DO600nm du LB contant les bactéries. 
2. Lorsque la DO600nm se situe entre 0,3 et 0,4, mélanger 400 µL de culture bactérienne à 1 mL de glycérol 80 
% stérile. Homogénéiser. 
3. Stocker à – 80°C. 
 
Pour décongeler un stab, prélever à l’aide d’une œse une petite portion du stab congelé et inoculer une 
boite de culture contenant l’antibiotique approprié. 
73 
   
 
 Matériels et méthodes  
 
NUCLEOSPIN QUICK PURE D’ADN PLASMIDIQUE 
 
Références  
- Ampicilline (Sigma-Aldrich A9518) 
- Kanamycine (Sigma-Aldrich K1876) 
- LB Luria Bernati broth (Sigma-Aldrich L3152) 
- NucleoSpin Plasmid Quickpure (Machinery Nagel 740 615.50) 
- Ethanol (Riedel de Haën 34935) 
 
Principe 
Cette technique permet d’obtenir très rapidement de l’ADN plasmidique et d’en vérifier sa composition. 
Après lyse de la paroi bactérienne, digestion enzymatique des ARNs, précipitation puis séparation de l’ADN 
génomique, l’ADN plasmidique est fixé sur une colonne de chromatographie échangeuse d’anions. Une série de 
lavages permet d’éliminer une grande partie des protéines. L’ADN est ensuite élué de la colonne par ajout d’une 




ampicilline 50 mg/mL 
kanamycine  150 mg/mL 
 
- ajouter la RNAse dans le tube A1 
 
- ajouter 8 mL d’éthanol à la solution AQ 
 
- milieu de culture LB à pH = 7,5 
 Liquide : 25 g de LB dans 1 L d’eau (autoclave) 
 
Protocole  
- Jour 1 
1. Inoculer 5 mL de LB contenant l’antibiotique approprié (5 µL pour l’ampicilline à 50 mg/mL et 1,66 µL 
pour la kanamycine à 150 mg/mL) avec une colonie isolée.  
2. Incuber pendant toute la nuit à 37°C sous agitation. 
 
 - Jour 2 
1. Centrifuger 2 mL de culture bactérienne dans un tube eppendorf 2 mL à 11000 g pendant 30 secondes à 
température ambiante. 
2. Jeter le surnageant et resuspendre le culot bactérien avec 250 µL de tampon A1 contenant la RNAse en 
vortexant. 
3. Ajouter 250 µL de tampon A2. Mélanger par 6-8 retournements. Incuber à température ambiante pendant 5 
minutes. 
4. Ajouter 300 µL de tampon A3. Mélanger immédiatement par 6-8 retournements. 
5. Centrifuger à 11000 g pendant 5 minutes à température ambiante.  
6. Pendant la centrifugation, placer une colonne NucleoSpin Plasmid Quickpure dans le tube collecteur 2 mL. 
En fin de centrifugation, charger le surnageant dans la colonne. 
7. Centrifuger l’ensemble à 11000 g pendant 1 minute à température ambiante. Jeter le filtrat. 
8. Remettre la colonne dans le tube collecteur et ajouter 450 µL de tampon AQ contenant l’éthanol. 
9. Centrifuger l’ensemble à 11000 g pendant 3 minutes à température ambiante. 
10. Jeter le filtrat. Puis éluer l’ADN dans un eppendorf 1,5 mL avec 50 µL de tampon AE. 
11. Incuber 1 minute à température ambiante. 
12. Centrifuger à 11000 g pendant 1 minute à température ambiante. 
13. Garder le filtrat. 
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GIGAPREPARATION D’ADN PLASMIDIQUE 
 
Références  
- Ampicilline (Sigma-Aldrich A9518) 
- Kanamycine (Sigma-Aldrich K1876) 
- LB Luria Bernati broth (Sigma-Aldrich L3152) 
- Endofree plasmid giga kit (Qiagen 12391) 
- Isopropanol (Sigma-Aldrich 19516) 
- Ethanol (Riedel de Haën 34935) 
- NaCl sodium chloride (Sigma-Aldrich S8776) 
 
Solutions 
- éthanol à 70  % 
70 mL d’éthanol + 30 mL d’eau 
 
- antibiotiques 
ampicilline 50 mg/mL 
kanamycine  150 mg/mL 
 
- ajouter la RNAse dans le tampon P1 
 
- milieu de culture pH = 7,5 
 Liquide : 25 g de LB dans 1 L d’eau (autoclave) 
 
Protocole  
- Jour 1 
1. Inoculer 5 mL de LB contenant l’antibiotique approprié (5 µL pour l’ampicilline à 50 mg/mL et 1,66 µL 
pour la kanamycine à 150 mg/mL) avec une colonie isolée.  
2. Incuber pendant toute la nuit à 37°C sous agitation. 
 
- Jour 2 
1. Mettre 2,5 mL de préculture dans 2,5 L de LB contenant l’antibiotique approprié (2,5 mL pour 
l’ampicilline à 50 mg/mL et 833 µL pour la kanamycine à 150 mg/mL).  
2. Incuber jusqu’au jour 3 à 37°C sous agitation. 
 
- Jour 3 
1. Collecter les bactéries par centrifugation à 6000 g pendant 15 minutes à 4°C. 
2. Resuspendre le culot bactérien dans 125 mL de tampon P1 contenant la RNAse. Cette étape permet la 
resuspension des bactéries et apporte l’enzyme nécessaire à la digestion des ARN. 
3. Ajouter 125 mL de tampon P2. Mélanger par 4-6 retournements. Incuber 5 minutes à température ambiante. 
Préparer la Qiafilter fournie en la vissant sur une bouteille de 500 mL (DURAN). Connecter la cartouche au 
vide. Cette étape permet une lyse de la paroi bactérienne et la libération de leur contenu dans le lysat. 
4. Ajouter 125 mL de tampon P3 au lysat. Mélanger immédiatement par 4-6 retournements. Cette étape 
permet de stopper la réaction de lyse et de faire précipiter l’ADN génomique de la bactérie. 
5. Verser le lysat dans la colonne. Incuber 10 minutes à température ambiante dans la Qiafilter.  
6. Enclencher le vide. Laisser la cartouche en place en fin de filtration. Les débris bactériens et l’ADN 
génomique restent dans la Qiafilter, l’ADN plasmidique et les protéines sont filtrés et constituent le lysat. 
7. Ajouter 50 mL de tampon FWB pour rincer la Qiafilter. Décoller délicatement le précipité avec une spatule 
stérile pour faciliter la filtration. Enclencher le vide jusqu’à ce que tout le liquide soit filtré. 
8. Ajouter 30 mL de tampon ER au lysat dans la bouteille. Mélanger par une dizaine de retournements. 
Incuber 30 minutes sur la glace. Cette étape permet d’éliminer les endotoxines bactériennes (procédé 
propre au fabricant). 
9. Pendant la réaction, équilibrer un TIP 10000 avec 75 mL de tampon QBT. 
10. Charger le lysat. 
11. Laver la colonne avec 600 mL de tampon QC. L’ADN plasmidique reste accroché sur la colonne, le reste 
est éliminé. 
12. Eluer avec 75 mL de tampon QN. 
13. Répartir l’éluât dans 4 tubes falcon de 50 mL. Précipiter l’ADN avec 13 mL d’isopropanol à température 
ambiante par tube. Centrifuger à 18500 g pendant 30 minutes à 4°C.  
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14. Laver chaque culot avec 2,5 mL d’éthanol 70 % à température ambiante. Centrifuger à 18500 g à 4°C 
pendant 10 minutes. 
15. Transvaser les culots dans un tube falcon de 15 mL. Laisser sécher à l’air pendant 15 minutes. Reprendre 
avec un volume approprié de NaCl. 
16. Vérifier la concentration en ADN (DO260nm) et le contenu en protéines (DO280nm). Calculer le rapport 
DO260nm/ DO280nm qui doit être compris entre 1,8 et 2. Si ce rapport est inférieur à 1,8 alors le contenu en 
protéines est trop important. 
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VERIFICATION DES ADN PLASMIDIQUES PAR DES 




- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503) 
- EDTA acide éthylène diamine tétracyclique (Sigma-Aldrich EDS) 
- Bleu bromophénol sodium (Sigma-Aldrich B5525) 
- Xylène cyanol (Sigma-Aldrich X4126) 
- Glycérol (Fisher Scientific Bioblock G/P450/08) 
- Agarose (Sigma-Aldrich A9539) 
- BET bromure d’éthidium (Sigma-Aldrich E1510) 
- Lambda DNA Bste II digest (Sigma-Aldrich D9793) 
- Acide acétique glacial (Sigma-Aldrich A6283) 
 
Principe 
Le but de la manipulation est l’identification et la purification de fragments d’ADN. Pour cela, des sites 
de restrictions spécifiques ont été déterminés grâce à la carte de restriction des plasmides recombinants utilisés 
après analyse à l’aide du logiciel DNA strider® ou ApE®. Le nombre et la taille des fragments d’ADN issus de la 
digestion enzymatique sont vérifiés par migration en électrophorèse d’agarose 1 % contenant du bromure 
d’éthidium pouvant s’intercaler entre les bases nucléiques de la double hélice d’ADN. Ainsi, les molécules 
d’ADN sont fluorescentes lors d’un éclairage aux rayons ultraviolets. La migration en électrophorèse va 
dépendre de l’intensité de courant appliqué, de la concentration en agarose, de la force ionique du tampon et de 
la densité des enroulements de la super hélice. 
 
Solutions 
- TAE (Tris, Acétate, EDTA) 50X 
 tris    2 M 
 EDTA    50 mM 
Ajuster à pH = 7,2 avec de l’acide acétique glacial (environ 57 mL) et autoclaver. 
 
- tampon de charge 5X 
bromophénol blue  0,25 % 
 xylène cyanol blue 0,25 % 
 glycérol   30 % 
  
- agarose 1 % 
Préparer une solution d’agarose à 1 % avec du TAE 1X puis dissoudre au micro-onde. 
 
Protocole 
- préparation de l’ADN 
Le volume final doit être de 20 µL. 
1. Diluer environ 1 µL d’ADN issu de la nucléospin® dans de l’eau. 
2. Ajouter le tampon de réaction spécifique de l’enzyme (concentré 10 fois soit 1,6 µL) puis l’enzyme de 
réaction appropriée (2 µL). 
3. Incuber les tubes 2-3 heures à 37°C. 
4. Après avoir laissé incuber pendant un temps raisonnable, ajouter le tampon de charge (4 µL pour 16 µL). 
5. Réaliser un choc thermique afin d’inactiver l’activité enzymatique à 65°C pendant 2 minutes. 
6. Refroidir dans la glace rapidement pendant quelques secondes. 
7. Centrifuger 3-4 secondes. 
8. Préparer le marqueur de poids moléculaire en y ajoutant le tampon de charge (ce tube ne subit ni 
l’incubation à 37°C ni le choc thermique). 
 
- préparation du gel 
1. Mettre en place la chambre de coulage. 
2. Préparer le gel d’électrophorèse : pour 50 mL d’agarose, ajouter 2,5 µL de la solution de bromure 
d’éthidium. 
3. Couler dans la chambre de coulage et laisser solidifier. 
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4. Puis enlever le peigne et mettre en place le gel dans la cuve d’électrophorèse. 
5. Verser le tampon d’électrophorèse TAE 1X dans la cuve. 
 
- migration 
1. Charger les échantillons. 
2. Laisser migrer à 80 V en suivant le parcours des marqueurs : le bleu de bromophénol a une migration 
identique à celle d’un fragment de 300 paires de bases et le xylène cyanol à celle d’un fragment d’ADN de 
400 paires de base dans un gel d’agarose à 1 %. 
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TRANSFERT DE GENES IN VIVO 
 
Références  
- GET 42 générateur de courant (Electronique et Informatique du Pilat) 
- Xylamine 2 % (Bayer) 
- Kétamine 50 mg/mL (Panpharma) 
 
Principe 
Le transfert de gène consiste à introduire du matériel génétique (ADN) dans le tissu musculaire pour 
que celui-ci soit exprimé. Pour faciliter la pénétration de l’ADN dans les cellules musculaires, un courant 
électrique est appliqué grâce au générateur GET 42. 
 
Protocole  
1. Anesthésier les animaux par injection intrapéritonéale d’un mélange de Xylamine et Kétamine. 
2. Raser la surface cutanée du muscle Tibialis Anterior. 
3. Injecter l’ADN dans la portion centrale pour les rats et dans le muscle entier pour les souris de façon la plus 
reproductible possible (6 abords pour les rats : 3 en supérieur et 3 en inférieur plus profondément et 4 pour 
les souris : 2  en supérieur et 2 en inférieur plus profondément).  
4. Stimuler le muscle au moyen des électrodes du GET 42 (4 * 2 pulses d’intensité de 50 mA et de durée de 
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- Xylamine 2 % (Bayer) 
- Kétamine 50 mg/mL (Panpharma) 
 
Principe 
 Après 7 jours suite à l’électrotransfert de gène, les muscles sont prélevés. Les muscles sont prélevés sur 
l’animal vivant profondément anesthésié par un mélange de Xylamine et Kétamine, et les muscles sont 
systématiquement pesés entiers avant leur conditionnement. A la suite du prélèvement, l’animal est sacrifié par 
une overdose de produit anesthésique. 
 
Protocole  
 Le muscle en entier (souris) ou la portion centrale du muscle (rat) est plongé dans de l’azote liquide 
jusqu’à congélation complète de l’échantillon. Pour réaliser une extraction protéique, l’échantillon est 
préalablement réduit en poudre sous azote liquide à l’aide d’un pilon. 
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EXTRACTION PROTEIQUE SUR TISSU MUSCULAIRE 
CONGELE POUR ACTIVITES BIOLUMINESCENTES 
 
Références 
- RLB Reporter Lysis  Buffer 5X (Promega E3971) 
 
Principe 




RLB  1/5 dans de l’eau  
 
Protocole 
1. Refroidir un tube Eppendorf 2 mL à fond rond. 
2. Ajouter 200 µL de tampon d’extraction à 4°C. Tarer. 
3. Déposer le morceau de muscle dans le tube. Peser. 
4. Replacer l’ensemble rapidement dans la glace. 
5. Ajuster le volume final pour avoir une dilution finale de 1/10  (poids/volume).  
6. Homogénéiser le tissu à l’aide de l’ultrathurrax à 4°C (2 broyages de 3-5 secondes à 13500 rpm). 
7. Réaliser 3 cycles de congélation (azote liquide) - décongélation (37°C). Vortexer vigoureusement pendant 
15 secondes entre chaque cycle. 
8. Centrifuger à 15000 g pendant 10 minutes à 4°C afin d’éliminer les débris cellulaires non dissous. 
9. Récupérer le surnageant dans un tube préalablement refroidi à 4°C. 
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DOSAGE DE PROTEINES 
 
Références  
- BSA bovine serum albumine (PAA K41-001) 
- Protein assay reagent A (BioRad 500-0113) 
- Protein assay reagent B (BioRad 500-0114) 
 
Principe 
Le kit Bio-Rad permet la mesure de la concentration en protéine (réaction similaire à celle du Lowry) 
d'extraits par colorimétrie. 
 
Solutions 
BSA   2 mg/mL 
 
Protocole  
- courbe étalon 
 
µg protéines 0 10 20 30 40 50 
∆ H2O, µL 195 190 185 180 175 170 
Tampon extraction, µL                                             5 
BSA 2 mg/mL, µL 0 5 10 15 20 25 
Solution A, µL                                           100 
Solution B, µL                                           800 
 
1. Ajouter les différentes solutions dans l'ordre décrit. Afin d’obtenir une coloration homogène, l’addition de 
la solution B doit se faire tout en vortexant. Faire les mesures en double. 
2. Incuber 15 minutes à température ambiante à l’abri de la lumière. 
3. Lire l’absorbance au spectrophotomètre à 750 nm. 
 
- mode opératoire 
1. Faire les dosages en double ou en triple. 
2. Mettre 195 µL d’eau. 
3. Ajouter 5 µL d’extrait. 
4. Ajouter 100 µL de la solution A. 
5. Ajouter 800 µL de la solution B en vortexant. 
6. Incuber 15 minutes à température ambiante à l’abri de la lumière. 
7. Lire l’absorbance au spectrophotomètre à 750 nm. 
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- RLB Reporter Lysis Buffer 5X (Promega E3971) 
- β-gal reporter gene assay, chemiluminescent® (Roche 1758 241) 
 
Principe 
Pour mesurer l’efficacité de transfection, le cotransfectant β-galactosidase, enzyme non présente 
naturellement dans le muscle, est utilisé.   
L’essai chemiluminescent est réalisé à partir du kit commercial β-gal reporter gene assay, 
chemiluminescent® et selon les recommandations du fournisseur. Dans la première étape de la réaction, le 
substrat du kit β-gal reporter gene assay, chemiluminescent® est déglycosylé grâce à l’action de l’enzyme β-
galactosidase. Cette étape est réalisée à pH 7,8 où l’activité enzymatique de la β-galactosidase bactérienne est 
optimale. A ce pH, le dioxetane clivé est protoné et ne produit aucun signal lumineux. Cet intermédiaire stable 
s’accumule dans le milieu. La réaction lumineuse est déclenchée après un saut de pH pour des valeurs 
supérieures à 12. L’intermédiaire accumulé devient déprotoné et sa décomposition s’accompagne d’une émission 
de lumière à 475 nm. Dans ces conditions le signal lumineux atteint son maximum au bout d’une seconde avec 
une demi-vie approximative de 10 minutes. Le domaine de détection se situe entre 20 fg et 20 ng de β-
galactosidase. Le kit est mis au point spécifiquement pour la β-galactosidase bactérienne. En cas de présence de 
β-galactosidase endogène il est conseillé de faire une inactivation thermique de la β-galactosidase. 
 
Solutions 
- substrat reagent  
 1 volume de substrat β-galactosidase 
 99 volumes de tampon d’essai  
 
β-gal substrat, µL Assay buffer, mL Nombre d’essais 
25 2,475 25 
40 3,96 40 
50 4,95 50 
100 9,90 100 
250 24,75 250 
500 49,50 500 
 
- initiation reagent 
 1 volume d’enhancer (bouteille 3) 
 5 volumes de solution d’initiation (bouteille 4) 
 6 volumes d’eau 
 
Enhancer, µL Initiation solution, mL ∆H2O, mL Nombre d’essais 
312,5 1,5625 1,875 25 
500 2,5 3 40 
625 3,125 3,75 50 
1250 6,25 7,5 100 
3125 15,625 18,75 250 
6250 31,25 37,5 500 
8000 40 48 640 
 
-  reporter lysis buffer 
 1 volume de reporter lysis buffer 
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Protocole  
Toutes les solutions doivent être à température ambiante avant utilisation. L’essai est généralement 
réalisé avec 5-10 µg de protéines sous un volume d’environ 10 µL. 
1. Préparer une dilution au 1/10 des extraits protéiques avec du lysis reagent.  
2. Prélever x µL d’extrait dilué de façon à avoir 5-10 µg de protéine. 
3. Compléter à 50 µL avec du lysis reagent. 
4. Ajouter 100 µL du substrat reagent à l’aide d’un dispenser. 
5. Incuber 20 minutes à température ambiante sous une légère agitation (∼70 rpm Minitron). 
6. Charger les tubes dans le bioluminomètre. Sélectionner le Mode Pulse pour l’agitation et fixer le Delay 
Time à 5 secondes et l’Integration Time à 10 secondes. 
7. Déclencher la réaction en ajoutant 150 µL d’initiation reagent à l’aide d’un dispenser. 
8. Relever les valeurs Integration et Peak (la valeur peak se stabilise 50 secondes environ après injection de 
l’initiation buffer). 
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DOSAGE FIREFLY LUCIFERASE 
 
Références 
- DTT dithiothréitol (Sigma-Aldrich D9163) 
- EDTA acide éthylène diamine tétracyclique (Sigma-Aldrich EDS) 
- MgSO4 magnésium sulphate (Prolabo 25164265) 
- ATP adenosine triphosphate (Sigma-Aldrich A8937) 
- Glycylglycine (Sigma-Aldrich G1002) 
- Beetle D-luciferin (Promega E160) 
- Coenzyme A (Sigma-Aldrich C3019) 
- RLB Reporter Lysis Buffer 5X (Promega E3971) 
 
Principe 
La protéine luciférase est une protéine reportrice qui, comme la β-galactosidase, est largement utilisée 




EDTA   125 mM pH = 8,0 
DTT   500 mM    
MgSO4   500 mM   
ATP   50 mM   
coenzymeA   16 mM 
 
- luciferin stock solution (LSS) 
 
 
Concentration finale Pour 2,5 mL Pour 5 mL 
Glycylglycine, mg 31,25 mM 10,3 20,6 
EDTA 125 mM, µL 625 µM 12,5 25 
DTT 500 mM, µL 2,5 mM 12,5 25 
MgSO4 500 mM, µL 12,5 mM 62,5 125 
 
Ajuster à pH = 7,8.  
Préparer une solution de Beetle D-luciferin à 13,13 mM avec cette solution LSS. 
 
- luciferase assay reagent (LAR) 
 
 Concentration finale Pour 25 mL Pour 50mL 
Glycylglycine, g 31,25 mM 103,2 206,4 
EDTA 125 mM, µL 625 µM 125 250 
DTT 500 mM, µL 2,5 mM 125 250 
MgSO4 500 mM, µL 12,5 mM 625 1250 
ATP 50 mM, µL 656 µM 328 656 
Coenzyme A 16 mM, µL 355 µM 555 1110 
 
Ajuster à pH = 7,8. 
 
- luciferase assay buffer (LAB) 
Ajouter 250 µL de LSS contenant la luciférine à 5 mL de LAR. 
 
 Concentration finale 
Glycylglycine 3125 mM pH=7,8 
EDTA 625 µM 
DTT 2,5 mM 
MgSO4 12,5 mM 
ATP 625 µM 
Coenzyme A 338 µM 
D-Luciferin 625 µM 
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-  reporter lysis buffer 
 1 volume de reporter lysis buffer 
 4 volumes d’eau 
 
Protocole  
1. Prélever x µL d’extrait de façon à avoir entre 5 et 10 µg de protéines. 
2. Compléter à 60 µL avec du reporter lysis buffer. 
3. Charger le tube dans le bioluminomètre réglé sous mode Integration time 10 secondes et Delay time 5 
secondes en mode continu. 
4. Déclencher la réaction en ajoutant 240 µL de LAB l’aide d’un dispenser. 
5. Relever la valeur Integrale et Peak (la valeur peak se stabilise environ 45 secondes après l’injection 
d’initiation reagent). 
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EXTRACTION PROTEIQUE AVEC TAMPON COMPLET 
SUR TISSU MUSCULAIRE/CELLULES 
 
Références 
- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253) 
- NaCl sodium chloride (Sigma-Aldrich S5886) 
- β-glycérophosphate (Sigma-Aldrich G6251) 
- Sodium fluorure (Sigma-Aldrich S7920) 
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich T8532) 
- EDTA acide éthylène diamine tétracyclique (Sigma-Aldrich EDS)  
- EGTA acide éthylène glycol-bisβaminoéthyéther tétraacétique (Sigma-Aldrich E4378)  
- Na3VO4 sodium orthovanadate (Sigma-Aldrich S6508) 
- Acide okaïdique (Sigma-Aldrich 07760) 
- Benzamidine (Sigma-Aldrich B6506) 
- PMSF phenylméthanesulfomyl fluoride (Sigma-Aldrich P7626) 
- Aprotinine (Sigma-Aldrich A1153) 
- Leupeptine (Sigma-Aldrich L8511) 




 EDTA    200 mM  pH = 8,0 
 EGTA    200 mM   
Na3VO4   100 mM  
acide okaïdique   605 µM 
benzamidine   300 mM  
PMSF    100 mM  
aprotinine   1 µg/µL  
 leupeptine   1 µg/µL 
 
Protocole 
- préparation du tampon complet 
 
Volume solution finale, mL Concentration 
solution finale 
solution 
mère 5 10 20 30 40 50 
Tris HCl 50 mM, mg  39,4 78,8 157,6 236,4 315,2 394 
NaCl 100 mM, mg  29,2 58,4 116,9 175,3 233,8 292,2 
EDTA 2 mM, µL 200 mM 50 100 200 300 400 500 
EGTA 2 mM, µL 200 mM 50 100 200 300 400 500 
ß-glycérophosphate 50 mM, mg  54 108 216 324 432 540 
sodium fluorure 50 mM, mg  10.5 21 42 63 84 105 
Na3VO4 1 mM, µL 100 mM 50 100 200 300 400 500 
acide okaïdique 120 nM, µL 605 µM 1 2 4 6 8 10 
benzamidine 3 mM, µL 300 mM 50 100 200 300 400 500 
PMSF 1 mM, µL 100 mM 50 100 200 300 400 500 
aprotinine 10 µg/mL, µL 1 µg/µL 50 100 200 300 400 500 
leupeptine 10 µg/mL, µL 1 µg/µL 50 100 200 300 400 500 
Triton X-100 1 %, µL  100 200 400 600 800 1000 
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- mode opératoire pour tissu musculaire 
1. Peser environ 20-25 mg de tissu dans un tube eppendorf refroidi. 
2. Ajouter le tampon complet de façon à réaliser une dilution finale 1/20 (poids/volume). 
3. Homogénéiser le tissu 2 fois pendant 10 secondes dans la glace à l’Ultrathurax. 
4. Centrifuger à 12000 g pendant 20 minutes à 4°c. 
5. Récupérer le surnageant. 
 
- mode opératoire pour cellules  
1. Rincer 2 fois chaque boite ou puits avec du DPBS contenant du calcium.  
2. Ajouter 250 µL de tampon complet pour une boite de 10 cm. 
3. Racler avec une spatule. 
4. Récupérer le tampon dans un tube eppendorf préalablement refroidi dans la glace. 
5. Répéter les étapes 2, 3 et 4. 
6. Vortexer vigoureusement. 
7. Réaliser 3 cycles de congélation (azote liquide) - décongélation (température ambiante). Entre chaque 
cycle, soniquer 10 secondes. 
8. Centrifuger à 10000 g pendant 10 minutes à 4°C. 
9. Récupérer le surnageant. 
94 
 Matériels et méthodes  
 
ELECTROPHORESE SDS PAGE/WESTERN BLOT 
 
Références 
- APS Ammonium persulfate (Sigma-Aldrich A9164) 
- Glycérol (Fisher Scientific Bioblock G/P450/08) 
- SDS sodium dodécyl sulfate (Fisher Scientific Bioblock S/5200/53) 
- Acrylamide (Sigma-Aldrich A7802) 
- Temed tétraméthyléthyléthylènediamine (Sigma-Aldrich T7024) 
- β-mercaptoéthanol (Sigma-Aldrich M7154) 
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503) 
- Glycine (Sigma-Aldrich G8898) 
- Méthanol (Fisher Scientific Bioblock M/4058/17) 
- Acide acétique glacial (Sigma-Aldrich A6283) 
- Bleu bromophénol sodium (Sigma-Aldrich B5525) 
- Brilliant blue G (Sigma-Aldrich B0770) 
- Butanol (Prolabo 20810.298) 
- NaCl sodium chloride (Sigma-Aldrich S5886) 
- Tween (Sigma-Aldrich P9416) 
- Ponseau (Fluka 81462) 
- Whatman gel blot papier (Sigma-Aldrich Z613908) 
- Whatman protran nitrocellulose membrane (Sigma-Aldrich Z613665) 
- Fixater (Sigma-Aldrich P7167) 
- Developer (Sigma-Aldrich P7042)  
- Western blotting detection reagents (GE Healthcare RPN2109) 
- Hyperfilm ECL (GE Healthcare 28906835) 
 
Principe 
Cette technique regroupe deux étapes : une électrophorèse suivie d’un Western Blot. L’électrophorèse 
permet de séparer les protéines, préalablement dénaturées, selon leur poids moléculaire. Le Western Blot permet 
le transfert de ces protéines sur une membrane où elles seront exposées à un anticorps primaire spécifique de la 
protéine d’intérêt. Avec un anticorps secondaire fluorescent spécifique de l’anticorps primaire, il est possible de 




 APS  10 % 
 Glycérol 50 % 
 SDS  10 % 
 
Protocole 
- préparation de la solution du gel de séparation 
Le pourcentage en acrylamide du gel de séparation est déterminé en fonction de la taille des protéines 
d’intérêt. 
% en acrylamide   taille des protéines 
15 %    15 à 45 kDa 
12,5 %    15 à 60 kDa 
10 %    18 à 75 kDa 
7 %    30 à 120 kDa 
gradient progressif  60 à 212 kDa 
 
% en acrylamide Solution, 
concentration finale Gel 4 % Gel 7 % Gel 10 % Gel 12,5 % Gel 15 % 
Acrylamide, mL 5 8,75 12,5 15,63 18,75 
Tris,  0,375 M 2,27 g 
SDS, 0,2 % 1 mL SDS 10 % 
Glycérol, 10 % 10 mL glycérol 50 % 
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Compléter à 45 mL avec ∆H2O. Ajuster le pH à 8,8. Compléter le volume final à 50 mL avec ∆H2O.  
 
- préparation de la solution du gel de concentration 3 % 
 tris 0,125 M  757 mg 
 acrylamide 3 %  3,75 mL 
 SDS 0,2 %  1 mL de SDS 10 % 
 glycérol 3 %  3 mL de glycérol 50 %  
Compléter à 45 mL avec ∆H2O. Ajuster le pH à 6,8. Compléter le volume final à 50 mL avec ∆H2O. Ajouter une 
spatule de bleu de bromophénol. 
 
- préparation des tampons 
Tampon d’électrophorèse : 
 tris 25 mM  3 g 
 glycine 192 mM  14,41 g 
 SDS 0,2 %  20 mL de SDS 10 % 
Compléter à 950 mL avec ∆H2O. Ajuster le pH entre 8,1 et 8,4. Compléter le volume final à 1000 mL avec 
∆H2O. 
 
Tampon de transfert : 
 tris 25 mM  3 g 
 glycine 192 mM  14,41 g 
 méthanol 20 %  200 mL 
Compléter à 950 mL avec ∆H2O. Ajuster le pH entre 8,1 et 8,4. Compléter le volume final à 1000 mL avec 
∆H2O. Le méthanol améliore l’absorption sur une membrane de nitrocellulose, mais diminue l’efficacité du 
transfert. L’ajout de SDS 0,1 % (soit 1 g) dans le tampon de transfert augmente l’efficacité du transfert mais 
diminue la capacité de la membrane à retenir certaines protéines. 
 
Tampon d’échantillon 4X : 
tris 250 mM  1,51 g  
glycerol 20 %  20 mL de glycérol 50 % 
SDS 4 %  20 mL de SDS 10 % 
Compléter à 40 mL avec ∆H2O. Ajuster le pH à 6,8. Compléter le volume final à 45 mL avec ∆H2O. Ajouter une 
spatule de bleu de bromophérol. (Le jour de l’expérimentation ajouter 10 % (volume/volume) de β-
mercaptoéthanol). 
 
- préparation des solutions d’incubation 
Solution de coloration au bleu de Coomassie : 
 brilliant blue G  1 g 
 méthanol  450 mL 
 H2O   450 mL 
 acide acétique glacial 100 mL 
Agiter toute la nuit et filtrer pour enlever les particules du colorant non dissoutes. 
 
Solution de décoloration : 
 méthanol  100 mL 
 acide acétique glacial 100 mL 
 H2O   800 mL 
 
Solutions de rinçage : 
* TBS tris buffered saline 10X 
 tris 100 mM  12,11 g 
 NaCl 1,5 M  87,66 g  
Compléter à 950 mL avec ∆H2O. Ajuster le pH à 7,5. Compléter le volume final à 1000 mL avec ∆H2O. 
Diluer au 1/10 pour utilisation (100 mL de TBS 10X + 900 mL ∆H2O). 
 
* TBS tris buffered saline 1X-Tween 0,05 % 
 tris 10 mM  1,21 g 
 NaCl 150 mM  8,76 g  
 Tween   500 µL (préalablement chauffé à 40°C) 
Compléter à 950 mL avec ∆H2O. Ajuster le pH à 7,5. Compléter le volume final à 1000 mL avec ∆H2O. 
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- préparation du gel 
Mise en place des plaques d’électrophorèse 
Nettoyer les plaques au micro 90 en vérifiant l’absence d’impuretés à leurs surfaces. Rincer 
abondamment avec ∆Η2Ο. Nettoyer ensuite les plaques avec de l’alcool à 95°. Les mettre en place en suivant les 
indications du fournisseur (BioRad). Vérifier l’ajustement des plaques et des spacers afin d’éviter les fuites lors 
du coulage. 
 
Préparation et coulage du gel de séparation 
La polymérisation de l’acrylamide est initiée par l’addition d’APS au 1/100 et d’un accélérateur, le 
Temed, au 1/666. Attendre que les réactifs soient à température ambiante, puis préparer le gel comme indiqué ci-
dessous : 
 
Solutions 1 mini-gel 2 mini-gels 
Solution gel de concentration, mL 2,5 5 
Temed, µL 3,75 7,5 
APS, µL 25 50 
 
Verser le gel de concentration avec une pipette, puis mettre le peigne en position. Laisser polymériser au moins 
30 minutes. 
 
Mise en place des plaques d’électrophorèse dans la cuve 
Dégager le cadre de coulage. Avec une feuille de papier enlever les débris polymérisés au bas du gel. 
Mettre en place les plaques avec leurs supports dans la cuve d’électrophorèse. Verser le tampon d’électrophorèse 
de façon à égaliser les niveaux de part et d’autre des plaques. Enlever délicatement les peignes, puis nettoyer les 
puits à l’aide d’une seringue de façon à enlever les débris de gel qui pourraient affecter la migration. 
 
- préparation des échantillons 
Préparation 
Dans un tube Eppendrof 0,5 mL combiner 3 volumes d’échantillon protéique à 1 volume de tampon 
d’échantillon 4X contenant du β-mercaptoéthanol 10 % (volume/volume). Le choix du volume d’extrait 
protéique dépend de sa concentration. En général 30 µg par puits sont largement suffisants. 
Chauffer à 100°C pendant 3 minutes. 
Centrifuger brièvement (3 secondes) dans une centrifugeuse pour récupérer le volume. 
 
Chargement 
Charger délicatement l’échantillon dans le puits. Faire attention à ne pas introduire de bulles d’air. 
Prévoir un puits pour le marqueur de poids moléculaire. 
 
Migration 
Fixer les électrodes. Des bulles d’air doivent se former lorsque le courant passe. Le front de migration 
est indiqué par le bleu de bromophénol contenu dans le tampon d’échantillon 4X. 
Faire migrer à 80 V pendant 15 minutes puis augmenter la tension (90 V) et laisser plusieurs heures (à 
adapter suivant la protéine d’intérêt) à 4°C. 
Couper l’alimentation. Enlever les plaques délicatement. 
 
- transfert liquide sur membrane des protéines 
Préparation de la membrane de transfert 
 Découper 4 morceaux de papier Whatman légèrement supérieurs à la taille du gel soit 8,5 * 6 cm. 
Découper un morceau de membrane de nitrocellulose de la taille des papiers. Faire un repère pour orienter la 
membrane en coupant un coin de la membrane. 
 Tremper progressivement la membrane dans le tampon de transfert. Laisser à 4°C pendant 15 minutes. 




Enlever le gel de concentration. Faire un repère afin d’orienter le gel en coupant le coin supérieur 
gauche. Tremper le gel pendant 15 minutes dans le tampon de transfert à 4°C afin d’éliminer l’excès de SDS. 
97 
 Matériels et méthodes  
 
Faire tremper les feuilles de papier Whatman dans le tampon de transfert. Tremper un pad mousse dans 
le tampon de transfert. Le disposer sur la face négative noire du sandwich, proche du côté avec les charnières. 
Prendre une feuille de papier Whatman et la disposer sur le pad mousse. Chasser les bulles en roulant une pipette 
sur le papier de transfert. Déposer délicatement le gel en mettant le coin coupé en haut à droite.  
Disposer la membrane de transfert sur le gel en faisant correspondre les entailles. Ne pas enfermer de 
bulles entre le gel et la membrane. 
Prendre une feuille de papier whatman et la disposer sur la membrane. Chasser les bulles en roulant une 
pipette sur le papier whatman sans trop appuyer pour ne pas dilater le gel. Tremper un pad mousse dans le 
tampon de transfert. Le disposer sur le sandwich. Fermer délicatement le sandwich. Le mettre en place dans son 
support, noir contre noir et blanc contre blanc. 
Mettre en place le support dans la cuve de transfert, puis verser du tampon de transfert jusqu’à ce que le 
gel soit complètement immergé. Positionner ensuite le système réfrigérant contenant de la glace. 
Transférer à ampérage constant à 4°C pendant plusieurs heures (selon la masse des protéines d’intérêt). 
Au terme du transfert, prélever délicatement le gel et la membrane pour les mettre à colorer dans 2 solutions : 
rouge Ponseau pour la membrane et bleu de Coomassie pour le gel. 
 
Colorations 
* Membrane au rouge Ponseau 
 Cette étape est facultative. Elle permet cependant de vérifier que le transfert des protéines du gel sur la 
membrane a correctement fonctionné. 
 Tremper pendant 5 minutes la membrane dans la solution de rouge Ponseau sous agitation. Sauver la 
solution de Ponseau et rincer la membrane avec du TBS 1X, et observer les bandes de protéines colorées en 
rouge.  
Laver deux fois la membrane avec du TBS 1X pendant 5 minutes de façon à décolorer complètement la 
membrane. Les bandes rouges ont alors complètement disparues. 
 
* Gel au bleu de Coomassie 
Le processus de coloration/décoloration permet de visualiser les bandes protéiques du gel. Après 
coloration, tout transfert sera impossible car les protéines ont été fixées par le colorant. 
Laisser incuber le gel pendant 1 heure dans le bleu de Coomassie sous agitation. Sauver la solution de 
bleu de Coomassie et ajouter la solution de décoloration. Mettre une feuille de papier absorbant ce qui permettra 
de piéger le colorant qui est libéré. Réaliser un autre bain lorsque la solution de décoloration est saturée par le 
colorant. Répéter l’opération jusqu’à ce que le gel soit complètement décoloré (ou laisser sous agitation toute la 
nuit en recouvrant de papier d’alu pour emprisonner l’odeur). Sauver les derniers bains de décoloration pour une 
réutilisation. 
 
- blocage de la membrane 
Cette étape permet de bloquer les sites de fixation potentiels non spécifiques des anticorps sur la 
membrane en la saturant avec des protéines du lait (caséine). Il en résultera une diminution du bruit de fond lors 
de la révélation. 
Préparer une solution 5 % Régilait dans du TBS 1X (5 g de Régilait pour 100 mL de TBS 1X). Agiter 
pendant 5 minutes pour dissoudre le Régilait. Faire tremper la membrane pendant au moins une heure sous 
agitation à température ambiante dans la solution TBS 1X-Régilait 5 %. 
Laver la membrane avec du TBS 1X pendant 10 minutes. 
 
- marquage de la membrane avec les anticorps 
Anticorps primaire 
Préparer une solution 5 % Régilait dans du TBS 1X ou une solution 5 % BSA dans du TBS 1X selon la 
fiche technique de l’anticorps. 
Recouvrir une plaque en verre avec du parafilm. La disposer dans un plateau. 
Préparer l’anticorps primaire à la dilution appropriée dans du TBS 1X-Régilait 5 %. Les anticorps 
primaires sont généralement préparés pour être utilisées à des dilutions s’étendant de 1/250 à 1/1000. Compter 
environ 2 mL de TBS 1X-Régilait 1 % pour une membrane entière. 
Déposer la solution contenant l’anticorps sur le parafilm, puis disposer la membrane de telle sorte que la 
face avant protéique soit au contact du parafilm. Eviter la formation de bulles qui pourraient prévenir la fixation 
de l’anticorps. Recouvrir le plateau avec de l’aluminium. 
Laisser incuber une heure à température ambiante ou toute la nuit à 4°C. 
Laver ensuite 2 fois la membrane avec TBS 1X-Tween 0,05 % pendant 5 minutes. Laver la membrane 
avec TBS 1X pendant 10 minutes. 
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Anticorps secondaire 
Recouvrir une plaque en verre avec du parafilm. 
Préparer l’anticorps secondaire à la dilution appropriée dans TBS 1X-Régilait 5 % préparé lors du 
marquage avec l’anticorps primaire. Les anticorps secondaires sont généralement préparés à des dilutions 
s’étendant de 1/2500 à 1/5000 (en fonction du système de révélation). Vérifier la compatibilité de l’anticorps 
secondaire avec l’hôte dans lequel a été produit l’anticorps primaire. 
Déposer la membrane de telle sorte que la face arrière non protéique soit au contact du parafilm. 
Déposer ensuite 2 mL de TBS 1X-Régilait 5 % avec l’anticorps sur la face protéique de la membrane. S’assurer 
que la totalité de la membrane est recouverte. Recouvrir l’ensemble. 
Laisser incuber une heure à température ambiante ou toute la nuit à 4°C. 
Laver ensuite 2 fois la membrane avec TBS-Tween 0,05 % pendant 5 minutes. Laver la membrane avec 
TBS pendant 10 minutes. 
 
- révélation 
Préparation des réactifs de développement et de révélation 
Développeur : 50 mL de développeur + 200 mL ∆H2O. Conserver à l’abri de la lumière dans un flacon 
bouché recouvert de papier aluminium. 
Fixateur : 50 mL de fixateur + 200 mL ∆H2O. Conserver à l’abri de la lumière dans un flacon bouché 
recouvert de papier aluminium. 
 
Réaction de révélation (en chambre noire) 
Préparer la solution de révélation en ajoutant un volume de solution A et un volume de solution B. 
Compter environ 1 mL au total par mini-gel. 
Enlever l’excès de la dernière solution de rinçage. Déposer la membrane face protéique en avant sur une 
plaque de verre. Recouvrir complètement la membrane avec la solution de révélation. Laisser incuber une minute 
à l’abri de la lumière. La technique de révélation est basée sur la réaction chimioluminescente catalysée par 
HorseRadish Peroxidase en présence du substrat luminol. 
Enlever rapidement l’excès de solution de révélation, puis recouvrir la membrane avec un transparent 
type rétroprojecteur en évitant la formation de bulles. Ne pas sécher complètement la membrane qui doit 
toujours rester humide. Placer la membrane et son support dans la cassette, face protéique en avant. Placer le 
film directement contre la membrane recouverte du transparent. Noter les contours de la membrane sur le film. 
Fermer la cassette. Attention ne pas exposer les films à la lumière blanche. 
Les temps d’exposition sont variables et dépendent de l’abondance de la protéine d’intérêt, de l’activité 
HRP et de la sensibilité du système de révelation. Généralement, se fixer un temps d’exposition de 3 à 5 minutes, 
puis l’ajuster en fonction de l’intensité du signal. 
 
Développement du film (en chambre noire) 
 Placer en série 3 bacs d’incubation contenant dans l’ordre le développeur, de l’eau du robinet et le 
fixateur. 
 Prendre le film de la cassette. Le tremper entièrement pendant 1 minute dans le développeur. Rincer 
ensuite le film dans le bac contenant de l’eau du robinet. Tremper ensuite entièrement le film dans la solution de 
fixation pendant 3 minutes. Rincer abondamment le film à l’eau du robinet. Laisser sécher. 
Vérifier que le signal n’est pas surexposé. Sinon recommencer l’exposition avec un temps plus court, ou 




   
 





 Ce sytème multi-analytique est constitué d'un cytomètre en flux à deux lasers. La puissance de ce 
système réside dans le fait qu'il est possible d'analyser simultanément jusqu'à 100 types de microsphères par 
puits. Les applications sont nombreuses. Les deux plus grands domaines concernés sont la génétique grâce à la 
réaction d'hybridation moléculaire, et l'immunologie, grâce à la réaction antigène-anticorps. C’est cette dernière 
qu’on utilisera pour la révélation de protéines d’intérêt. 
 
- les microsphères : 
 Il s’agit de billes de 5,6 µm de diamètre marquées par incubation dans des bains renfermant un mélange 
de deux solutions fluorescentes. La solution fluorescente est piégée à l’intérieur de la microsphère. En variant la 
proportion des deux fluorochromes, on obtient une gamme de 100 microsphères, avec pour chacune un ratio 
unique selon l’intensité de la fluorescence émise par les deux fluorochromes dans leur spectre d’émission 
respectif : fluorescence rouge (675 nm) et infra-rouge (> 712 nm). 
 
- le cytomètre :  
 Il comporte un laser rouge à diode (633 nm) excitant les fluorochromes à l’intérieur des microsphères, 
permettant ainsi l’identification précise de la microsphère et ainsi de la protéine d’intérêt, et un laser vert (532 
nm) qui excite le fluorochrome reporter (phycoérythrine PE) lié à la biotine, permettant dans ce cas de quantifier 





- Dilution des anticorps et fluorochromes :  
Billes  1/40 
Biotine  1/40  
PE   1/50  
 
Protocole  
1. Imbiber les puits de la plaque 96 puits avec de l’assay buffer. Aspirer. 
2. Charger les billes. Aspirer. 
3. Laver avec 50 µL d’assay buffer avec aspiration 2 fois. 
4. Charger les extraits. 
5. Incuber toute la nuit à 4°C sous agitation (30 secondes à forte puissance puis plus doucement). Aspirer. 
6. Laver avec 50 µL d’assay buffer avec aspiration 2 fois. 
7. Charger la biotine. 
8. Incuber 1 heure à température ambiante sous agitation (30 secondes à forte puissance puis plus doucement). 
Aspirer. 
9. Laver avec 50 µL d’assay buffer avec aspiration 2 fois. 
10. Charger la PE. 
11. Incuber 15 minutes à température ambiante sous agitation (30 secondes à forte puissance puis plus 
doucement). 
12. Ajouter l’amplificateur. 
Laser 633 nm  
bille protéine 
biotin
PE Laser 532 nm  
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13. Incuber 15 minutes à température ambiante sous agitation (30 secondes à forte puissance puis plus 
doucement). Aspirer. 
14. Laver avec 50 µL d’assay buffer avec aspiration 2 fois. 
15. Resuspendre les puits avec 150 µL d’assay buffer par puits. 
16. Lire au luminex. 
 





- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503) 
- Acétyl-CoA (Sigma-Aldrich A2056) 
- EDTA acide éthylène diamine tétracyclique (Sigma-Aldrich EDS) 
- Malate (Sigma-Aldrich M9138) 
- NAD nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 127 965) 
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich T8532) 
- NADH,H+ nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 107 735) 
- MDH malate déshydrogénase (Roche 127 256) 
     
Principe  
En présence de NAD+ et de malate, la malate déshydrogénase va produire de l’oxaloacétate et du 
NADH,H+. Les conditions expérimentales permettent d’obtenir rapidement une situation d’équilibre. La 
modification de l’équilibre réactionnel est rendue possible par la consommation d’oxaloacétate due à la citrate 
synthétase (CS) en présence d’acétyl-CoA. Il en résulte que la production de NADH,H+ et d’oxaloacétate par la 
malate déshydrogénase est proportionnelle à l’activité de la citrate synthétase. 
 
           MDH 
malate + NAD+     oxaloacétate + NADH,H+  
                CS 




 tris   1 M pH = 8,0 
 acétyl-CoA  5 mM 
 EDTA   200 mM 
 malate   250 mM 
 NAD+   50 mM 
 NADH,H+  1 mM 
triton X-100  10 %  
 MDH   6000 U/mL 
 
Protocole 
- préparation du milieu réactionnel MR 
tris 1M pH = 8,0  5 mL 
EDTA 200 mM  500 µL 
malate 250 mM  250 µL 
NAD+ 50 mM  250 µL 
MDH 6000 U/mL 48,5 µL 
Ajuster le volume final à 48,5 mL avec de l’eau. 
 
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 340 nm ; λémission = 450 nm 
Faire le point haut à 150 sur 10 nmoles de NADH,H+ et le 0 sur 0 nmoles de NADH,H+. 
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- courbe étalon 
 
nmoles NADH,H+ 0 2 4 6 8 10 
Milieu réactionnel, µL 970 
NADH,H+ 1 mM, µL 0 2 4 6 8 10 
∆H2O, µL 30 28 26 24 22 20 
 
-mode opératoires 
1. Mettre 970 µL de MR. 
2. Ajouter 10 µL de Triton X-100 10 %. 
3. Ajouter 10 µL d’extrait. 
4. Incuber 5 minutes à température ambiante afin de permettre au Triton de solubiliser les membranes 
mitochondriales. 
5. Déclencher la réaction en ajoutant 10 µL d’acétyl-CoA 5 mM. 
6. Incuber 5 minutes à température ambiante. 
7. Suivre la réaction pendant 10 minutes. 
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3-HYDROXYL ACYL-COENZYME A DESHYDROGENASE 
 
Références 
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503) 
- NADH,H+ nicotinamide adénine dinucléotide (Sigma-Aldrich N6005) 
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich T8532) 
- Acéto-acétyl-CoA (Sigma-Aldrich A1625) 
- EDTA acide éthylène diamine tétracyclique (Sigma-Aldrich EDS) 
 
Principe 
L’oxydation de NADH,H+ par la 3-hydroxyl acyl-coenzyme A déshydrogénase (HAD) s’accompagne 
d’une diminution de l’émission de fluorescence à 450 nm.  
 
             HAD 




tris    1 M pH = 7,0 
EDTA
 
   200 mM  
NADH,H+    5 mM  
triton X-100  10 %  
 acéto-acétyl-CoA  5 mM  
 
Protocole 
- préparation du milieu réactionnel MR 
tris 1M pH = 7,0  2,5 mL 
EDTA 200 mM  500 µL  
NADH,H+ 5 mM  500 µL 
Ajuster le volume final à 48 mL avec de l’eau. 
 
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 340 nm ; λémission = 450 nm 
Faire le point haut à 150 sur 50 nmoles de NADH,H+  et le 0 sur 0 nmoles de G6P. 
 
- courbe étalon 
Milieu d’étalonnage :  
750 µL de Tris 1M pH = 7,0  
150 µL d’EDTA 200 mM  
Ajuster le volume final à 15 mL avec de l’eau. 
 
nmoles NADH,H+ 0 10 20 30 40 50 
Milieu étalonnage, µL                                            970 
NADH,H+ 5 mM, µL 0 2 4 6 8 10 
∆H2O, µL 30 28 26 24 22 20 
 
- mode opératoire 
1. Mettre 965 µL de MR. 
2. Ajouter 10 µL de Triton 10 %. 
3. Ajouter 10 µL d’extrait. 
4. Attendre 5 minutes à température ambiante. 
5. Déclencher la réaction en ajoutant 15 µL d’acéto-acétyl-CoA 5 mM. 
6. Attendre 5 minutes à température ambiante. 
7. Suivre la réaction pendant 15 minutes. 
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- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503) 
- MgCl2 magnésium chlorure (Prolabo 25 108.295) 
- NADP nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (Roche 128 058) 
- Glucose (Prolabo 24 370.294) 
- DTT dithiothreitol (Sigma-Aldrich D9163) 
- ATP adénosine triphosphate (Roche 519 979) 
- G6P glucose-6-phosphate (Roche 127 027) 
- G6PDH glucose-6-phosphate-déshydrogénase (Roche 127 655) 
 
Principe 
En présence de glucose et d’ATP, l’hexokinase (HK) va produire du glucose-6-phosphate et de l’ADP. 
Les conditions expérimentales permettent d’obtenir rapidement une situation d’équilibre. La modification de 
l’équilibre réactionnel est rendue possible par la consommation du glucose-6-phosphate par la glucose-6-
phosphate déshydrogénase. Il en résulte une production de NADH,H+ et de gluconolactone-6-phosphate par la 
glucose-6-phosphate déshydrogénase qui est directement proportionnelle à l’activité de l’hexokinase. 
 
  HK 
Glucose + ATP    G6P + ADP 
   G6PDH        




tris   1 M pH = 8,0 
MgCl2   400 mM  
glucose   100 mM  
NADP   100 mM  
 ATP   200 mM   
DTT   10 % 
G6P   10 mM   
G6PDH 117 U/mL 
 
Protocole 
- préparation du milieu réactionnel MR 
tris 1M pH = 8,0  5 mL 
MgCl2 400 mM  500 µL 
NADP 100 mM  75 µL 
glucose 100 mM  2 mL 
DTT 10 %  100 µL 
Ajuster le volume final à 100 mL avec de l’eau. 
  
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 340 nm ; λémission = 450 nm 
Faire le point haut à 150 sur 10 nmoles de G6P et le 0 sur 0 nmoles de G6P. 
 
- courbe étalon 
Faire une dilution du G6P à 10 mM au 1/20 pour avoir une solution finale de G6P à 0,5 mM. 
 
nmoles G6P 0 2,5 5 7,5 10 
Milieu réactionnel, mL                                         1 
G6P 0,5 mM, µL 0 5 10 15 20 
∆H2O, µL 50 45 40 35 30 
G6PDH, µL                                        10 
 
Incuber 20 minutes dans l’obscurité à température ambiante. 
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- mode opératoire 
1. Mettre 1 mL de MR. 
2. Ajouter 10 µL de G6PDH. 
3. Ajouter 30 µL d’extrait. 
4. Attendre 4 minutes à température ambiante. 
5. Déclencher la réaction en ajoutant 10 µL d’ATP 200 mM. 
6. Suivre la réaction pendant 15 minutes. 
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- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503) 
- NADH,H+ nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 107 735) 
- EDTA acide éthylène diamine tétracyclique (Sigma-Aldrich EDS) 
- Pyruvate  (Sigma-Aldrich P2256) 
 
Principe 
L’oxydation du NADH,H+ par la lactate déshydrogénase (LDH) s’accompagne d’une diminution de 
l’émission de fluorescence à 450 nm. La baisse de fluorescence au cours du temps due à la consommation de 
NADH,H+ est détectée au fluorimètre. 
 
       LDH 
Pyruvate + NADH,H+ 





tris   1 M pH = 7,6  
EDTA   200 mM  
NADH,H+   5 mM  
 pyruvate   100 mM   
 
Protocole 
- préparation du milieu réactionnel MR 
tris 1M pH = 7,6  2,5 mL 
EDTA 200 mM  500 µL 
NADH,H+ 5 mM  500 µL 
Ajuster le volume final à 49 mL avec de l’eau. 
 
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 340 nm ; λémission = 450 nm 
Faire le point haut à 150 sur 50 nmoles de NADH,H+ et le 0 sur 0 nmoles de NADH,H+. 
- courbe étalon 
Milieu d’étalonnage :  
500 µL de tris 1M pH = 7,6  + 100 µL d’EDTA 200 mM  
Ajuster le volume final à 10 mL avec de l’eau. 
 
nmoles NADH,H+ 0 10 20 30 40 50 
Milieu étalonnage, µL                                            970 
NADH,H+ 5 mM, µL 0 2 4 6 8 10 
∆H2O, µL 30 28 26 24 22 20 
 
- mode opératoire 
1. Mettre 980 µL de MR. 
2. Ajouter 10 µL d’extrait. 
3. Déclencher la réaction en ajoutant 10 µL de pyruvate 100 mM. 
4. Suivre la réaction pendant 15 minutes. 
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- Imidazole (Sigma-Aldrich I0125) 
- AMC 7-amino-4-méthyl-coumarin (Sigma-Aldrich A9891) 
- Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC = Suc-LLVY-AMC (Bachem I-1395) 
- DMSO diméthyl sulfoxide (Sigma-Aldrich D5879) 
 
Principe 
La protéolyse ubiquitine ATP dépendante joue un rôle majeur dans la dégradation des protéines 
musculaires. La dégradation est assurée par un complexe protéolytique comprenant le protéasome 26S, lui-même 
constitué du protéasome 20S, le coeur de la machinerie protéolytique, et de 2 complexes de régulation 19S. Le 
protéasome présente 5 activités enzymatiques différentes dont trois principales : l'activité chymotrypsine-like (la 
principale), l'activité trypsine-like et l'activité caspase-like. 
 Pour mesurer l'activité chymotrypsine-like, le peptide Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC est ici utilisé comme 
substrat fluorogénique. La reconnaissance du substrat par le site actif de l’enzyme détermine la coupure de la 
liaison entre l’AMC et le tétrapeptide. La fluorescence de la molécule d’AMC, qui est alors libérée, peut être 
suivie au fluorimètre à 460 nm. La spécificité de la réaction peut être vérifiée à l’aide d’un inhibiteur spécifique 




 AMC  4 mM dans du DMSO 
 Z-LLVY-AMC 10 mM dans du DMSO 
 
Protocole 
- préparation du milieu réactionnel MR 
imidazole 60 mM pH = 7,4 
 
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 380 nm ; λémission = 460 nm 
Faire le point haut à 150 sur 200 pmoles d’AMC et le 0 sur le milieu réactionnel seul. 
 
- courbe étalon 
Faire une dilution de l’AMC à 4 mM au 1/400 pour avoir une solution finale d’AMC à 10 µM. 
 
pmoles AMC 0 40 80 120 160 200 
AMC 10 µM, µL 0 4 8 12 16 20 
Milieu réactionnel, µL 1000 996 992 988 984 980 
 
- mode opératoire 
1. Mettre 985 µL de MR. 
2. Ajouter 5 µL d’extrait. 
3. Déclencher la réaction en ajoutant 10 µL de Z-LLVY-AMC 10 mM. 
4. Suivre la réaction pendant 20 minutes. 
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- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253) 
- MgCl2 magnésium chlorure (Prolabo 25 108.295) 
- DTT dithiothreitol (Sigma-Aldrich D9163) 
- AMC 7-amino-4-méthyl-coumarin (Sigma-Aldrich A9891) 
- Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC = Boc-LSTR -AMC (Bachem I-1940) 
- DMSO diméthyl sulfoxide (Sigma-Aldrich D5879) 
 
Principe 
La protéolyse ubiquitine ATP dépendante joue un rôle majeur dans la dégradation des protéines 
musculaires. La dégradation est assurée par un complexe protéolytique comprenant le protéasome 26S, lui-même 
constitué du protéasome 20S, le coeur de la machinerie protéolytique, et de 2 complexes de régulation 19S. Le 
protéasome présente 5 activités enzymatiques différentes dont trois principales : l'activité chymotrypsine-like (la 
principale), l'activité trypsine-like et l'activité caspase-like. 
 Pour mesurer l'activité trypsine-like, le peptide Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC est ici utilisé comme 
substrat fluorogénique. La reconnaissance du substrat par le site actif de l’enzyme détermine la coupure de la 
liaison entre l’AMC et le tétrapeptide. La fluorescence de la molécule d’AMC, qui est alors libérée, peut être 





 AMC   4 mM dans du DMSO 
 Boc-LSTR-AMC  2 mM dans du DMSO 
 
Protocole 
- préparation du milieu réactionnel MR 
tris HCl    1,97 g 
MgCl2   508,25 mg 
DTT   38,55 mg  
Ajuster le pH à 8,0 et le volume final à 250 mL avec de l’eau. 
 
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 380 nm ; λémission = 460 nm 
Faire le point haut à 150 sur 200 pmoles d’AMC et le 0 sur le milieu réactionnel seul. 
 
- courbe étalon 
Faire une dilution de l’AMC à 4 mM au 1/400 pour avoir une solution finale d’AMC à 10 µM. 
 
pmoles AMC 0 40 80 120 160 200 
AMC 10 µM, µL 0 4 8 12 16 20 
Milieu réactionnel, µL 1000 996 992 988 984 980 
 
- mode opératoire 
1. Mettre 960 µL de MR. 
2. Ajouter 5 µL d’extrait. 
3. Déclencher la réaction en ajoutant 35 µL de Boc-LSTR-AMC 2 mM. 
4. Suivre la réaction pendant 60 minutes (lire toutes les 15 minutes). 
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CATHEPSINE (B + L) 
 
Références 
- CH3COONa acétate de sodium (Sigma-Aldrich S2889) 
- EDTA acide éthylène diamine tétracyclique (Sigma-Aldrich EDS) 
- AMC 7-amino-4-méthyl-coumarin (Sigma-Aldrich A9891) 
- Z-Phe-Arg-AMC (Bachem I-1160) 
- DMSO diméthyl sulfoxide (Sigma-Aldrich D5879) 
 
Principe 
Le peptide fluorogénique Z-Phe-Arg-AMC est ici utilisé comme substrat pour les cathepsines. La 
reconnaissance du substrat par le site actif de l’enzyme détermine la coupure de la liaison entre l’AMC et le 
dipeptide. La fluorescence de la molécule d’AMC alors libérée peut être suivie au fluorimètre à 460 nm. La 




 AMC   4 mM dans du DMSO 
 Z-Phe-Arg-AMC  10 mM dans du DMSO 
 
Protocole 
- préparation du milieu réactionnel MR 
acétate de sodium  100 mM 
EDTA   1 mM  
Ajuster le pH à 6,0. 
 
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 380 nm ; λémission = 460 nm 
Faire le point haut à 150 sur 100 pmoles d’AMC et le 0 sur le milieu réactionnel seul. 
 
- courbe étalon 
Faire une dilution de l’AMC à 4 mM au 1/400 pour avoir une solution finale d’AMC à 10 µM. 
 
pmoles AMC 0 20 40 60 80 100 
AMC 10 µM, µL 0 2 4 6 8 10 
Milieu réactionnel, µL 1000 998 996 994 992 990 
 
- mode opératoire 
1. Mettre 970 µL de MR. 
2. Ajouter 20 µL d’extrait. 
3. Déclencher la réaction en ajoutant 10 µL de Z-Phe-Arg-AMC 10 mM. 
4. Suivre la réaction pendant 15 minutes. 
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- HClO4 acide perchlorique (Sigma-Aldrich 244252)  
- KOH potassium hydroxyde (Prolabo 26 668.263) 
- KCl potassium chlorure (Prolabo 26 764.298) 
- TEA triéthanolamine (Sigma-Aldrich T1377) 
 
Principe 
 L’extraction se réalise en deux étapes. Une extraction acide est réalisée au moyen d’acide perchlorique 




HClO4  0,65 M   
soit 56 mL de HClO4 à 70 % (soit à peu près 11,6 N) dans 944 mL d’eau. 
 
- solution pour la neutralisation 
KOH 2N dans 0,4 M de TEA et 0,4 M de KCl 
soit 5,61 g de KOH + 1,50 g KCl + 3 g TEA dans 50 mL d’eau. 
 
On mesure la quantité de KOH 2N nécessaire pour neutraliser 1 mL d’acide perchlorique 0,65 M et obtenir un 
pH entre 7,2 et 7,4 (environ 330 µL de KOH). 
 
Protocole 
1. Mettre 4 mg de tissu sec (ou à peu près 16 mg de tissu frais) dans 1 mL de  HClO4 0,65 M refroidi à 4°C. 
2. Laisser agir 15 minutes à 4°C. 
3. Centrifuger pendant 10 minutes à 4°C à 5000 g. 
4. Prélever ensuite une quantité déterminée du surnageant acide. 
5. Réaliser la neutralisation : 
- pour 1 mL de surnageant acide, ajouter la quantité nécessaire de KOH 2 N. 
- centrifuger pendant 10 minutes à 4°C à 10000 g. 
- obtention d’un surnageant neutralisé. 
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PHOSPHOCREATINE – ATP - GLUCOSE-6-PHOSPHATE 
 
Références 
- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253) 
- MgCl2 magnésium chlorure (Prolabo 25 108.295) 
- DTT dithiothreitol (Sigma-Aldrich D9163) 
- NADP nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (Roche 128 058) 
- BSA bovine serum albumine (PAA K41-001) 
- Glucose (Prolabo 24 370.294) 
- ADP adénosine diphosphate (Roche 127 507) 
- NADH,H+ nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 107 735) 
- P1P5diadénosine pentaphosphate (Sigma-Aldrich D4022) 
- KOH potassium hydroxyde (Prolabo 26 668.263) 
- KCl potassium chlorure (Prolabo 26 764.298) 
- TEA triéthanolamine (Sigma-Aldrich T1377) 
- HClO4 acide perchlorique (Sigma-Aldrich 244252) 
- G6PDH glucose-6-phosphate-déshydrogénase (Roche 127 655) 
- HK hexokinase (Roche 426 362) 
- CK créatine kinase (Roche 127 566) 
- ATP adénosine triphosphate (Sigma-Aldrich A8937) 
- PCr créatine phosphate (Roche 621 714) 
- G6P glucose-6-phosphate (Roche 127 027) 
 
Principe 
   CK 
PCr + ADP    Créatine + ATP 
      HK 
ATP  + Glucose    G6P + ADP 
        G6PDH 




 tris HCl  1 M pH = 8,0 
 MgCl2  400 mM 
 DTT  400 mM 
 NADP  100 mM 
BSA  10 % 
 glucose  100 mM 
 ADP  10 mM 
 NADH,H+ 1 mM 
 P1P5  100 mM 
 G6PDH  1750 U/mL 
 HK  1500 U/mL 
 CK  1400 U/mL  
 
- solution pour la neutralisation 
KOH 2N : 5,61 g de KOH + 1,50 g KCl + 3 g TEA dans 50 mL d’eau. 
- solution N  
Trouver la quantité adéquate de KOH 2N pour neutraliser la solution HCLO4 0,65 M. (voir extractions 
pour les métabolites). Centrifuger à 10000 g pendant 10 secondes. Prélever le surnageant. 
 
Protocole 
- préparation des solutions étalons 
Solution mère : 
Peser dans 20 mL d’eau : 
 
- 13,6 mg PCr soit 2,08 mM 
- 6,2 mg ATP soit 512 µM 
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- 1,6 mg G6P soit 263 µM 
 
- courbe étalon  
Attention : les concentrations des différents étalons diffèrent suivant les pesées et la quantité de KOH 2N 
nécessaire à la neutralisation de HClO4. 
 
 Molarité de l’étalon * volume de la solution mère à diluer 
=                * 30 µL 
 Vol. total (1mL HClO4 + vol. KOH 2N + vol. de la solution mère à diluer) 
 
Solution mère, µL 50 100 150 200 
HClO4 0,65M, µL 1000 
15 secondes d’incubation à 4°C 
KOH 2N, µL 330 
10 secondes de centrifugation à 4°C à 10000 g 
 PCr nmoles/30µL 2,26 4,36 6,32 8,16 
ATP nmoles/30µL 0,56 1,07 1,56 2,01 
G6P nmoles/30µL 0,29 0,55 0,8 1,03 
 
- préparation du milieu réactionnel MR 
tris HCl 1M pH = 8,0 2,5 mL 
MgCl2 400 mM  250 µL 
DTT 400 mM  100 µL 
NADP 100 mM  32 µL 
BSA 10 %  200 µL 
P1P5 100 mM  10 µL 
Ajuster le volume final à 100 mL avec de l’eau. 
 
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 340 nm ; λémission = 450 nm 
Faire le point haut à 150 sur 1 mL MR + 15 nmoles de NADH,H+ (soit 15 µL d’une solution mère de 1 mM) et 
le 0 sur MR seul. 
 
- mode opératoire 
 




30 µL solution N          30 µL étalon          30 µL d’extrait 
T° ambiante Lecture 1 
G6PDH, µL 10 










30 minutes à T° ambiante Lecture 4 
 
- résultats 
L2 - L1 correspond à la consommation de G6P 
L3 - L2 correspond à la consommation d’ATP 
L4 - L3 correspond à la consommation de PCr 
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- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253) 
- MgCl2 magnésium chlorure (Prolabo 25 108.295) 
- DTT dithiothreitol (Sigma-Aldrich D9163) 
- BSA bovine serum albumine (PAA K41-001) 
- NADP nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (Roche 107 058) 
- ATP adénosine triphosphate (Roche 519 979) 
- G6PDH glucose-6-phosphate-déshydrogénase (Roche 127 655) 
- HK hexokinase (Roche 426 362) 
- NaOH sodium hydroxyde (Prolabo 28 244.295) 
- Glycogène (Sigma-Aldrich G0885) 
- Glucose (Prolabo 24 370.294) 
- HCl acide chlorhydrique (Riedel de Haën 07115) 
 
Principe         
  hydrolyse acide 
Glycogène     n-D-Glucose 
        HK 
D-Glucose + ATP
   
D-Glucose-6-P + ADP 
        G6PDH 




 tris HCl  1 M pH = 8,0 
 BSA  10 % 
 NADP  100 mM 
 DTT  10 % 
 ATP  0,5 M  
MgCl2  100 mM 
G6PDH  1750 U/mL 
HK  100 U/mL 
NaOH  1N 
 glucose  13 mM  
 
Protocole 
- préparation de la  solution étalon de glycogène à 0,25 % 
Hydrolyse : 80 µL solution de glycogène  à 0,25 % + 2 mL HCl 1N. 
Laisser agir  2 heures à 100°C. 
 
- hydrolyse des extraits musculaires 
Dans un tube en verre à bouchon vissé : mettre 1 mg de tissu sec ou le culot de centrifugation des métabolites + 
1 mL HCl 1N. 
Laisser agir 2 heures à 100°C. 
 
- préparation du milieu réactionnel MR 
tris HCl 1 M pH = 8,0 5 mL 
 BSA 10 %  200 µL 
 NADP 100 mM  200 µL 
 DTT 10 %  50 µl 
 ATP 0,5 M  100 µL 
 MgCl2 400 mM  250 µL 
 G6PDH 17500 U/mL 20 µL 
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- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 340 nm ; λémission = 450 nm 
Faire le point haut à 150 sur 50 nmoles de glucose et le 0 sur le milieu sans glucose. 
 
- courbe étalon 
Réaliser une dilution du glucose à 13 mM de façon à avoir une solution à 0,5 mM (80 µL de solution à 13 mM + 
2 mL HCl 1 N ou d’eau). 
 
nmoles glucose 0 10 20 30 40 50 
Milieu réactionnel, µL                                             1000 
Glucose 0,5 mM, µL 0 20 40 60 80 100 
NaOH 1N, µL 0 20 40 60 80 100 
∆H2O, µL 200 160 120 80 40 0 
HK 100 U/mL, µL                                              10 
 
Incuber 20 minutes à température ambiante. 
- mode opératoire 
1. Mettre 1000 µL de MR. 
2. Ajouter 20 µL de NaOH 1N. 
3. Ajouter 20 µL d’extrait hydrolysé. 
4. Incuber 10 minutes à température ambiante.  
5. Faire la lecture L1 correspondant à la quantité de glucose-6-phosphate endogène. 
6. Ajouter 10 µL d’HK à 100 U/mL. 
7. Incuber 20 minutes à température ambiante. 
8. Réaliser la lecture L2.  
 
- résultats 
L2-L1 correspond à la quantité de glycogène 
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- Pyruvate (Sigma-Aldrich P2256) 
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503) 
- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253) 
- LDH lactate déshydrogenase (Roche 127 230) 
- NADH,H+ nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 107 735) 
    
Principe 
    LDH 




tris  1 M pH = 8,0 
pyruvate 1, 25 mM 
 NADH,H+ 10 mM 
 LDH  110 U/mL 
 
- utilisation des échantillons extraits en solution acide puis neutralisés 
 
Protocole 
- préparation du milieu réactionnel MR 
tris 1 M pH = 8,0  5 mL 
NADH 10 mM  10 µL 
Ajuster le volume final à 100 mL avec de l’eau. 
 
- étalonnage du fluorimètre 
λexcitation = 340 nm ; λémission = 450 nm 
Faire le point haut à 150 sur 2 nmoles de NADH,H+ et le 0 sur de l’eau. 
 
- courbe étalon 
Faire une dilution au 1/250 du pyruvate pour obtenir une solution à 5 µM. 
 
nmoles pyruvate 0 0,1 0,25 0,4 0,5 
Milieu réactionnel, µL                                      1000 
5 minutes à T° ambiante                                 Lecture L1 
Pyruvate 5 µM, µL 0 20 50 80 100 
LDH 110 U/mL, µL                                      10 
10 minutes à T° ambiante                                Lecture L2 
 
- mode opératoire 
1. Mettre 1000 µL de MR. 
2. Incuber 5 minutes à température ambiante et faire la lecture L1. 
3. Ajouter 100 µL d’extrait. 
4. Ajouter 10 µL de LDH 110 U/mL. 
5. Incuber 10 minutes à température ambiante et faire la lecture L2. 
 
- résultats 
L2 – L1 correspond à la quantité de pyruvate musculaire 
123 
   
 



































   
 
 Résultats 
 Manuscrit 1  
 
Sirtuin 1 regulates SREBP-1c and hexokinase II gene expression in skeletal muscle 
 
Sirtuine 1 (SIRT1) est une protéine histone déacétylase dépendante du NAD+ qui 
exerce un rôle métabolique important en limitant l’accumulation de graisses et en augmentant 
la sensibilité à l’insuline chez des souris soumises à un régime gras. De récentes études 
indiquent que ces effets métaboliques sont en partie médiés par l’induction d’un programme 
de transcription de l’oxydation des acides gras, mais la possibilité que SIRT1 puisse 
également participer au contrôle du métabolisme du glucose dans le muscle strié squelettique 
n’a jamais été étudié. Nous montrons, ici, que des souris déficientes pour le gène SIRT1 
présentaient une altération significative de la glycolyse, se traduisant par une augmentation du 
contenu intramusculaire en glycogène, glucose-6-phosphate et pyruvate et une diminution 
marquée de l’expression de l’hexokinase II. L’expression de SREBP-1c, un puissant 
activateur de l’expression génique de l’hexokinase, et l’expression de LXR-β, un puissant 
activateur de l’expression génique de SREBP-1c, étaient significativement diminuées chez les 
souris déficientes pour le gène SIRT1. Les expériences d’électrotransfert de gènes ont montré 
que SIRT1 régulait le promoteur de SREBP-1c de façon LXR-dépendante. Enfin, l’inhibition 
de SIRT1 par l’EX527 permettait de réduire la consommation de glucose de myotubes C2C12 
de façon dose dépendante. Nos données montrent que SIRT1 régule l’expression de SREBP-
1c de façon LXR-dépendante, ce mécanisme pouvant contribuer à la régulation de 
l’expression de l’hexokinase II. Cette voie pourrait contribuer à la régulation du métabolisme 
du glucose dans le muscle strié squelettique. 
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Sirtuin 1 (SIRT1) is a NAD+-dependent protein deacetylase that exerts a prominent metabolic 
function by limiting fat accumulation and increasing insulin sensitivity of mice fed with a 
high-fat diet. Current studies indicate that these metabolic effects are partly mediated by the 
induction of a metabolic transcription program of mitochondrial fatty acid oxidation, but the 
possibility that SIRT1 can also directly participate to the control of glucose metabolism in 
skeletal muscle has never been investigated. Here, we show that SIRT1 gene deficiency 
significantly altered skeletal muscle glycolysis in mice, as evidenced by an increased 
intramuscular content of glycogen, glucose-6-phosphate and pyruvate, together with a marked 
decrease in hexokinase II expression. Expression of SREBP-1c, a strong activator of 
hexokinase II gene expression, and LXR-ß, a strong activator of SREBP-1c gene expression, 
were both significantly decreased in response to SIRT1 gene deficiency. Gene electrotransfer 
experiments further showed that SIRT1 regulated SREBP-1c promoter in a LXR-dependent 
manner. Finally, SIRT1 inhibition by EX527 was sufficient to dose-dependently decrease 
glucose consumption of C2C12 myotubes. Our data support the mechanism by which SIRT1 
regulates hexokinase II expression in skeletal muscle by modulating SREBP-1c promoter 
transactivation in a LXR-dependent manner. This mechanism probably contributes to the 
regulation of glucose metabolism by skeletal muscle. 
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 INTRODUCTION 
Mammalian Sirtuin 1 (SIRT1) is a member of the sirtuin family of nicotinamide adenine 
dinucleotide (NAD+)-dependent protein deacetylases of class III (1). SIRT1, the mammalian 
ortholog of the yeast Sir2 (2), has a wide range of substrates and cellular functions. SIRT1 can 
induce chromatin silencing by deacetylating histones (3), as well as by regulating histone and 
DNA methylation (4; 5). SIRT1 can also modulate the activity of transcription factors, such as 
p53 (6; 7), NF-κB (8), forkhead box O (FoxO) family of transcription factors (9-11), and 
peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPAR-γ) (12), as well as transcriptional 
coregulators such as p300 (13) and PPAR-γ coactivator 1-α (PGC-1α) (14). Altogether, these 
data involves SIRT1 in a broad range of biological processes, such as inflammation, cell 
survival, cell proliferation, and cell metabolism. 
The deacetylase activity of SIRT1 is controlled by the NAD+/NADH ratio (15). SIRT1 is 
therefore considered to act as a sensor of the metabolic status of the cell that can mediate 
adaptative changes in gene expression to regulate energy metabolism (16). SIRT1 has thus 
been reported to deacetylate and activate PGC-1α to increase the transcription of 
gluconeogenic genes, such as phosphoenolpyruvate carboxykinase and glucose-6-phosphatase 
in liver (14). SIRT1 also deacetylates and activates FoxO1 to induce gluconeogenesis and 
glucose release from hepatocytes (9). Moreover, knockdown of SIRT1 in liver abrogates the 
fasting-induced expression of gluconeogenic genes, whereas SIRT1 overexpression has the 
opposite effects (17). In skeletal muscle, SIRT1 also deacetylates and activates PGC-1α to 
induce a metabolic transcription program of mitochondrial fatty oxidation (18). Furthermore, 
treatment of mice submitted to a high-fat diet with non-specific SIRT1 activators (resveratrol, 
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SIRT1 also contributes to the regulation of glucose homeostasis. Mice fed with a high-fat 
diet that either received resveratrol or SRT1720 are resistant to the development of obesity 
and insulin resistance. They also display improved response to intraperitoneal glucose 
tolerance test (19; 20). Similarly, SIRT1 gain of function has been shown to improve glucose 
tolerance in mice (21). The ability of SIRT1 to regulate whole body glucose homeostasis can 
be partly explained by the previously described stimulatory effect of SIRT1 on fatty acid 
oxidation in skeletal muscle (18) and insulin secretion by pancreatic ß cells (22; 23), but the 
possibility that SIRT1 can also regulate glucose metabolism in skeletal muscle must be 
considered. Indeed, skeletal muscle represents 40% of total body weight and plays a crucial 
role in the regulation of glucose metabolism (24). Therefore, any adaptative changes triggered 
by SIRT1 that can improve glucose metabolism in skeletal muscle may contribute to whole 
body regulation of glucose homeostasis by SIRT1. Currently, however, there is no direct 
evidence that SIRT1 participates to the control of glucose metabolism in skeletal muscle. 
Because SIRT1 interacts with and deacetylates target proteins to regulate gene expression, 
we hypothesized that SIRT1 could participate to the regulation of glucose metabolism in 
skeletal muscle by modulating the expression of critical glucose-related genes. We report that 
SIRT1 gene deficiency led to an altered glycolysis and a strong decrease in hexokinase II 
expression in mouse skeletal muscle. Expression of SREBP-1c, a transcriptional activator of 
hexokinase II gene expression, and LXR-ß was also decreased. We further showed that 
SIRT1 regulated SREBP-1c promoter in a LXR-dependent manner. Finally, inhibition of 
SIRT1 by EX527 decreased glucose consumption in a dose dependent manner. The control of 
SREBP1c gene expression by SIRT1 may be an important element in the regulatory 
mechanisms that links SIRT1 to the control of glucose metabolism. 
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RESEARCH DESIGN AND METHODS 
Animals. SIRT1∆ex4/∆ex4 mice (16.43 ± 1.80 months; n = 4) and SIRT1+/∆ex4 mice (14.80 ± 
2.00 months; n = 4) were previously described (25). SIRT1∆ex4/∆ex4 mice lack exon 4, which 
encodes 51 amino acids of the conserved SIRT1 catalytic domain (25). SIRT1∆ex4/∆ex4 mice 
thus expressed a SIRT1 mutant inactive protein and are phenotypically identical to SIRT1 
null mice (25). SIRT1+/∆ex4 mice were used as controls (25; 26). Morphological characteristics 
of SIRT1∆ex4/∆ex4 and SIRT1+/∆ex4 mice are reported in Table 1. Mice were housed in a special-
pathogen free facility. All procedures were approved by the University of Washington Animal 
Care and Use Committee. 
Eight week-old male OFI mice (32.9 ± 1.2 g; n = 24) were used for gene electrotransfer 
experiments. Mice were maintained in the Animalerie Centrale de la Faculté de Médecine 
(Université Jean Monnet, Saint-Etienne) under a constant 12:12h light-dark cycle with food 
and water ad libitum. The study was approved by the Comité d’Ethique Animale de la Plate-
Forme d’Expérimentation Animale de la Faculté de Médecine (Université Jean Monnet, 
Saint-Etienne). 
Determination of intramuscular content of glycogen, glucose-6-phosphate and pyruvate. 
Samples of freeze clamped gastrocnemius muscles were homogenized in 0.65 M perchloric 
acid (1:30 dilution wt/vol) and incubated for 15 min at 4°C. Muscle homogenates were 
centrifuged at 5,000 g for 10 min at 4°C. Resulting pellets resuspended with 1 N HCl and 
neutralized by 2 N KOH were used for the fluorometric measurement of glycogen content by 
coupled enzyme assays (27). Acid supernatants were neutralized with 2 N KOH in 0.4 M 
TEA/KCl and used for the fluorometric determination of pyruvate and glucose-6-phosphate 
contents by coupled enzyme assays (27). 
mRNA isolation and reverse transcription reaction. Gastrocnemius and tibialis anterior 
muscle samples from Sirt1∆ex4/∆ex4 and Sirt1+/∆ex4 mice were conditioned in RNALater 
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(Qiagen). The samples were homogenized with a Mixer Mill MM300 (Eppendorf) in 300 µL 
Trizol (Invitrogen) following the manufacturer’s instructions [30 Hz, 2 min; 2 tungsten 2 mm 
carbide beads (Qiagen)]. A double chloroform extraction (400 µl followed by 15 min 
centrifugation, then 150 µl chloroform followed by 5 min centrifugation) was performed to 
obtain a clean aqueous phase. The extraction of mRNA was carried out on the Qiacube 
automate by loading the whole aqueous phase (Rneasy protocol). A 50 µl final volume of 
mRNA was eluted for each sample. RT was immediately performed using the Reverse 
Transcription Core Kit (Eurogentec). The reaction was carried out from 200 ng of mRNA 
with 50 µM Oligo d(T) primer, 2 IU Rnase inhibitor and 6.25 U reverse transcriptase 
according to the manufacturer’s instructions. The cDNA was stored at −80°C until used. 
Primer design. The primer design and its optimization regarding the primer dimer, the self-
priming formation and the primer melting temperature were done with MacVector software 
(Accelrys). The specificities of the PCR amplification were documented with the LightCycler 
melting curve analysis as previously described (28). The melting peaks obtained from the RT-
product and the specific recombinant DNA were identical. The oligonucleotide primers were 
synthesized by Eurogentec. The selected forward (FW) and reverse (RW) primer sequences 
are listed in Table 2. 
Real time quantitative PCR. The PCR was carried out with the Light Cycler Fast Start DNA 
Master SYBR Green kit (Roche Applied Science) in a 20 µl final volume, 4 mM MgCl2 and 
optimized concentration of each primer (final concentration). Quantitative PCR was 
performed using LightCycler (Roche Applied Science) for 50 cycles of 95°C for 20 s 
(denaturation), 54–60°C for 5 s (annealing temperatures are presented in Table 2) and a final 
step of 8 s at 72°C (elongation). The amplification specificity was checked using the melting 
curve, following the manufacturer’s instructions. The Cycle of quantification (Cq) values were 
calculated from the Light Cycler Software v.3.5 (Roche Applied Science) using the second 
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derivative maximum method. The quantification was achieved using a pool of cDNA samples 
as calibrator (28), according to the comparative threshold cycle method (29) improved for 
multiple reference genes use (30). The normalization was performed by geometric averaging 
of three internal control genes [cyclophylin A (CycA), hypoxanthine guanine phosphorybosyl 
transferase (HPRT) and acidic ribosomal phosphoprotein (ARBP)] after validation using 
geNorm software (31). 
Protein extraction. Proteins were extracted from gastrocnemius and tibialis anterior muscles 
as described previously (32). Protein concentration was spectrophotometrically determined at 
750 nm (BioRad). 
Enzyme assays. Hexokinase, lactate dehydrogenase, 3-hydroxy-acyl-Coenzyme A 
dehydrogenase and citrate synthase enzyme activities were fluorometrically determined as 
previously described (33; 34). 
Immunoblot analysis. Protein concentration was spectrophotometrically determined at 750 
nm (BioRad). Muscle samples were homogenized (1:20 dilution, wt/vol) at 4°C [50 mM Tris-
HCl (pH = 7.4), 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM ß-glycerophosphate, 50 
mM sodium fluoride, 1 mM NaVO4, 120 nM okadaic acid, 1% Triton X-100]. Homogenates 
were centrifuged at 12,000 g for 20 min at 4°C. Proteins (20 to 50 µg) were subjected to SDS-
PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. Gel loading was systematically checked 
by Coomassie and Ponceau staining (data not shown). Blots were incubated overnight at 4°C 
with antibodies against 20D6 (1:40,000 dilution wt/vol), Core2 (1:20,000 dilution wt/vol), 
13.4 (1:4,000 dilution wt/vol), SIRT1 (1:1,000 dilution wt/vol, Upstate 05707) and nuclear 
SREBP-1c (1:400 dilution wt/vol, Santa Cruz Biotechnology sc-8984). Corresponding 
horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse (1:3,000 dilution wt/vol, Dako) and goat 
anti-rabbit (1:3,000 dilution wt/vol, Dako) antibodies were used for chemiluminescent 
detection of proteins (ECL, GE Health Care). The films were scanned and quantified using 
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N.I.H. image 1.63. 
Plasmids. pBabe-SIRT1, the full length murine SIRT1 cDNA into pBabepuro expression 
vector, was a gift from Dr J Luo (Institute of Cancer Genetics and Department of Pathology 
College of Physicians & Surgeons, Columbia University, New York, USA) (7). pCMV-LXR-
α (Source BioScience/Geneservice, Cambridge, UK) is the full length murine LXR-α cDNA 
into a pCMV-Sport vector. Human SREBP-1c promoter (-571/+90 bp) reporter gene 
(pSREBP-1c-Luc) and human SREBP-1c promoter (-571/+90 bp) reporter gene with two 
deleted mutations in LXR-response elements located at -311/-296 bp and -260/-245 bp 
(pSREBP-1c-Luc m1/2) were previously described (35) (Fig. 5A). pCMV-ß-galactosidase 
was from Clontech. pcDNA3.1-Zeo (Clontech) is a null empty vector used to maintain 
constant the amount of DNA injected. 
In vivo gene electrotransfer. Mice were anesthetized (i.p. injection of 90 mg/kg ketamine 
and 10 mg/kg xylazine) and tibialis anterior muscles were injected with 125 µl of DNA 
mixtures in 0.9 % NaCl endotoxin free containing : i) 30 µg of pSREBP-1c-Luc, 30 µg of 
pCMV-ß-galactosidase, and 20 µg of pcDNA3.1-Zeo (n = 8), ii) 30 µg of SREBP-1c-Luc, 20 
µg of pBabe-SIRT1 and 30 µg of pCMV-ß-galactosidase (n = 8), and iii) 30 µg of pSREBP-
1c-Luc, 20 µg of pCMV-LXR-α and 30 µg of pCMV-ß-galactosidase (n = 8). Corresponding 
contralateral muscles were injected with the same DNA mixture except that pSREBP-1c-Luc 
was omitted and replaced by 30 µg of pSREBP-1c-Luc m1/2. Thirty seconds after injection, 6 
pulses (20 ms, 50 mA) were delivered by using GET42 electroporator as previously described 
(36; 37). Seven days after gene electrotransfer, animals were anesthetized and the tibialis 
anterior muscles were removed, weighted, and stored at –80°C. 
Firefly luciferase and ß-galactosidase assays. Proteins isolation and measurement of firefly 
luciferase activity were performed as described previously (36). Protein concentration was 
spectrophotometrically determined at 750 nm (BioRad). To correct for interindividual 
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variations in transfection efficiency, luciferase activity was normalized to β-galactosidase 
activity (36). 
Cell culture and glucose assay. C2C12 muscle cells (ATCC CRL-1772) were cultured in 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 20% fetal bovine serum 
and 1% penicillin-streptomycin (P/S) at 37°C and 5% CO2 in air in 6-well plates. At 80% 
confluence, cells were allowed to differentiate in DMEM supplemented with 2% horse serum 
and 1% penicillin-streptomycin. Glucose concentration in the culture medium was determined 
over 48 hours from day 5 of differentiation by using an electrochemical analyser YSI 2300 
STAT PLUS (Yellow Springs Instruments, Ohio, USA) (38). Calibration was done by using a 
5 mM standard glucose solution. 
Statistics. Data are means ± SE. Statistical comparisons were performed using unpaired t-test, 
two-way and one-way analysis of variance when appropriate (StatViewTMSE+Graphics, Abacus 
Concept, Inc). The 0.05 level of confidence was accepted for statistical significance. 
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RESULTS 
Loss of SIRT1 leads to an intramuscular accumulation of glycogen, glucose-6-phosphate 
and pyruvate. Glycogen content was moderately but significantly increased by about 25% in 
the gastrocnemius muscle of SIRT1∆ex4/∆ex4 mice (Fig. 1A). We next assessed whether 
increased glycogen content could result from diminished glycolytic capacity. In agreement 
with this hypothesis, glucose-6-phosphate and pyruvate accumulated in the gastrocnemius 
muscles of SIRT1∆ex4/∆ex4 (P < 0.05) (Fig. 1B and C). Furthermore, hexokinase II mRNA 
level, hexokinase activity and lactate dehydrogenase activity were all significantly reduced by 
about 50% in the gastrocnemius muscles of SIRT1∆ex4/∆ex4 mice (Fig. 2), whereas skeletal 
muscle oxidative capacity remained unchanged (Fig. 3). 
Expression of SREBP-1c and LXR-ß is down-regulated in the gastrocnemius muscle of 
SIRT1∆ex4/∆ex4 mice. The marked decrease in hexokinase II mRNA and hexokinase activity 
prompted us to determine whether SIRT1 could regulate hexokinase expression. SREBP-1c is 
a transcription factor that has been shown to strongly regulate hexokinase II gene expression 
in muscle cells (39; 40). We show here that both SREBP-1c mRNA level and nuclear 
SREBP-1c protein level were significantly decreased in the gastrocnemius muscle of 
SIRT1∆ex4/∆ex4 mice (Fig. 4A). Similar results were also observed in the tibialis anterior 
muscle (data not shown). There are two functional LXR-response elements in SREBP-1c 
promoter that have been described to strongly activate SREBP-1c gene expression in muscle 
cells (35). In the present study, mRNA level of LXR-β was significantly reduced by about 
25% in the gastrocnemius muscle of SIRT1∆ex4/∆ex4 mice, whereas LXR-α mRNA level 
remained unchanged (Fig. 4B). 
SIRT1 regulates SREBP-1c expression in a LXR-dependent manner. Next, we 
determined whether SIRT1 regulates SREBP-1c gene expression in a LXR-dependent 
manner. Mouse tibialis anterior muscle was electrotransfected with a SIRT1 expression 
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vector together with a SREBP-1c reporter gene construct that exhibits or not deleted 
mutations of two LXR-response elements located at -311/-296 bp and -260/-245 bp (35) (Fig. 
5A). Gene electrotransfer of a SIRT1 expression vector in mouse tibialis anterior muscle 
effectively led to an increase in SIRT1 protein level (Fig. 5B). As a positive control of 
SREBP-1c promoter transactivation, we co-electrotransfected a LXR-α expression vector. As 
expected, this strongly transactivated SREBP-1c promoter (Fig. 5C), whereas SREBP-1c 
promoter transactivation was completely abolished when the two LXR-response elements 
were deleted, illustrating the functionality and dependency of SREBP-1c promoter 
transactivation towards LXR transcription factors. Importantly, SIRT1 overexpression 
increased SREBP-1c promoter transactivation by about 2-fold (P < 0.05) (Fig. 5C). By 
contrast, mutations of the two LXR-response elements completely abolished SREBP-1c 
promoter transactivation by SIRT1 (P < 0.001), demonstrating that functional LXR-response 
elements are involved in the stimulatory effect of SIRT1 on SREBP-1c promoter 
transactivation in mouse skeletal muscle. 
SIRT1 inhibition lowers glucose consumption in C2C12 myotubes. To functionally assess 
the relevance of SIRT1 on glucose metabolism, we next determined whether modulating 
SIRT1 activity would effect glucose consumption. SIRT1 enzymatic activity was inhibited in 
C2C12 myotubes by EX527. EX527 is a small, selective inhibitor of SIRT1 that does not 
inhibit histone deacetylases and is specific for Sirt1 over other sirtuin family members (20; 
41-43). Exposure of C2C12 myotubes for 48 hours led to a dose-dependent decrease in 
glucose consumption (Fig. 6). At the highest concentration (2 µM), EX527 decreased glucose 
consumption by about 20% (P < 0.001). Similar results were obtained following 24 hours of 
exposure (data not shown). 
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DISCUSSION 
SIRT1 gene deficiency led to an accumulation of glycogen, glucose-6-phosphate, and 
pyruvate in gastrocnemius muscle, strongly suggesting an impairment in glycolysis. This is 
further supported by the observation that hexokinase and lactate dehydrogenase activity were 
decreased, whereas mitochondrial oxidative potential remained unchanged. This latter 
observation may be surprising since SIRT1 has been shown to promote PGC-1α deacetylation 
and the expression of selected mitochondrial genes (18; 19; 44). However, other studies have 
shown that SIRT1 and PGC-1α are independently regulated and that variations in SIRT1 
expression are not correlated with variations in mitochondrial content in skeletal muscle (45; 
46). To reconcile these data, possibilities would be that SIRT1 expression is more closely 
related to the rate of mitochondrial biogenesis rather than the steady-state content of 
mitochondria (45) and/or that SIRT1 stimulates mitochondrial biogenesis only under 
conditions where skeletal muscle is metabolically challenged (19; 44). Finally, it also possible 
that the expression of mitochondrial genes is already altered in skeletal muscle of SIRT1-/∆ex4 
mice, which were used as control mice in the present study (see below). 
Previous data indicate that hexokinase II expression is strongly activated by SREBP-1c 
(39; 40) and that SREBP-1c gene expression is regulated by LXR (35) in muscle cells. In the 
present study, the down-regulation of hexokinase II, SREBP-1c and LXR-β expression in 
SIRT1∆ex4/∆ex4 mice, together with our observation that SIRT1 regulates SREBP-1c promoter 
in a LXR-dependent manner, support the mechanism whereby SIRT1 regulates hexokinase II 
expression in skeletal muscle in a SREBP-1c/LXR-dependent manner. The way by which 
SIRT1 could regulate LXR transcriptional activity has not been explored in the present study. 
However, a previous report by Li et al. in HEK 293 cells (47) showed that SIRT1 interacted 
with LXR and promoted its deacetylation and subsequent ubiquitination. Furthermore, they 
also showed that loss of SIRT1 reduced expression of a variety of LXR target genes in vivo. 
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They propose that LXR deacetylation by SIRT1 would be necessary to facilitate its 
degradation, thus allowing the recruitment of new LXR at transcriptional active sites of target 
genes, ultimately leading to an increase in transcriptional activity (47). Whether such a 
mechanism is functional in skeletal muscle needs to be determined. 
The two LXR subtypes, LXR-α and -β, probably do not play identical roles, as judged by 
the phenotype of LXR knockout mice. LXR-α knockout mice massively accumulate 
cholesterol on cholesterol feeding (48), increase their fat content, but remain insulin sensitive 
in response to a high-fat diet (49). By contrast, absence of LXR-β induces protection against 
high fat diet-induced obesity, but induces insulin resistance (49), suggesting that LXR-β 
would be a regulator of glucose homeostasis. In agreement with this observation, of the two 
isoforms, only the expression of LXR-β was significantly reduced in the gastrocnemius 
muscle of SIRT1∆ex4/∆ex4 mice, suggesting that LXR-β could be involved in the regulation of 
SREBP-1c promoter transactivation. 
SIRT1 has been well described to deacetylate and activate PGC-1α (18; 19; 44; 50). One 
may therefore reasonably ask whether SIRT1-dependent deacetylation of PGC-1α could also 
contribute to the regulation of SREBP-1c gene expression in skeletal muscle. However, 
current studies suggest that PGC-1β, rather than PGC-1α, could be a target of SIRT1 to 
regulate SREBP-1c gene expression. Indeed, previous reports indicate that PGC-1β 
coactivates SREBP transcription factor family in liver (51). Furthermore, it has also been 
reported that SIRT1 mRNA expression was significantly correlated with PGC-1β expression 
(52). Altogether, these data suggest that SIRT1 could also regulate SREBP-1c gene 
expression by modulating PGC-1β activity. 
Our observations that SIRT1 inhibition significantly lowers glucose consumption of 
C2C12 myotubes clearly illustrate the functional relevance of SIRT1 in the regulation of 
glucose metabolism. We propose that the regulation of hexokinase II expression by SIRT1 
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may contribute to this effect. Of course, we cannot exclude the possibility that the regulatory 
influence of SIRT1 may be also exerted on the expression of glucose transporter and other 
glycolytic enzymes, as we showed for lactate dehydrogenase. One should also note that 
EX527 reduces glucose consumption by about 20%, clearly indicating that the regulation of 
glucose metabolism by SIRT1 under non-stimulatory condition is therefore just one 
contributory mechanism to the overall response. Taken together, our data are in line with 
other observations showing that SIRT1 activity may contribute to the regulation of whole-
body energy balance [(52-54), see (1; 55; 56) for reviews], and further support that activating 
SIRT1 could be a valuable strategy for the treatment and prevention of insulin resistance. 
One limitation of our analysis of the SIRT1 gene deficiency in mouse is the potential for 
metabolic effects in SIRT1+/∆ex4 mice. Heterozygous littermates of SIRT1∆ex4/∆ex4 mice were 
used in order to avoid variations in the genetic background. However, we cannot exclude the 
possibility that the reported alteration in gene expression was already partially compromised 
in SIRT1+/∆ex4 mice. For instance, it was previously reported that the regulation of lipolysis in 
adipocytes upon fasting was altered in SIRT1+/∆ex4 mice when compared to wild type mice 
(12). However, if gene expression was already compromised in SIRT1+/∆ex4 mice, this would 
rather mitigate the extent of variations when compared to SIRT1∆ex4/∆ex4 mice. The generation 
of muscle specific SIRT1 transgenic and knockout mouse models will be necessary to further 
delineate the physiological roles of muscle SIRT1 in metabolism. 
In summary, we demonstrated that SIRT1 gene deficiency altered glycolysis and 
decreased hexokinase II expression in mouse skeletal muscle. This is likely to reflect the 
decreased expression of SREBP-1c and LXR-ß in SIRT1∆ex4/∆ex4 mice. This could be partly 
explained by the LXR-dependent transactivating effect of SIRT1 on SREBP-1c promoter. 
This may ultimately contribute to the regulation of glucose consumption. 
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TABLE 1 
Morphometric characteristics of SIRT1∆ex4/∆ex4 mice. 
 
Characteristics SIRT1+/∆ex4 SIRT1∆ex4/∆ex4 
Body weight (g) 33.78 ± 1.86 22.80 ± 1.15 ** 
Body mass index 30.92 ± 1.52 27.03 ± 1.52 
Gastrocnemius weight (mg) 137.00 ± 12.00 92.00 ± 8.00 * 
Tibialis anterior weight (mg) 50.00 ± 5.00 35.00 ± 3.00 * 
Extensor digitorum longus weight (mg) 10.40 ± 0.12 7.93 ± 0.62 * 
Soleus weight (mg) 5.89 ± 0.67 4.20 ± 0.45 p = 0.08 
Gastrocnemius (mg/g of body weight) 4.06 ± 0.33 4.01 ± 0.24 
Tibialis anterior (mg/g of body weight) 1.49 ± 0.15 1.52 ± 0.12 
Extensor digitorum longus (mg/g of body weight) 0.29 ± 0.02 0.31 ± 0.03 
Soleus (mg/g of body weight) 0.18 ± 0.02 0.19 ± 0.01 
Data are means ± SE. *P < 0.05 and **P < 0.01 versus SIRT1+/∆ex4 mice. 
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TABLE 2 
Primers sequences and annealing temperatures of genes used for RT-PCR analysis 
 
Gene GenBank Accession no. 




ARBP NM_007475 FW GAAAATCTCCAGAGGCACCATTG RW TCCCACCTTGTCTCCAGTCTTTATC 54 
CYCA NM_008907 FW GGCAAATGCTGGACCAAACAC RW CTTCCCAAAGACCACATGCTTG  54 
HK II NM_013820 FW CAACCCTGGCAAACAGAGGTT RW AGCCCCCGCTTTGTGAAAT 56 
HPRT NM_013556 FW CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC RW GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 60 
LXR-α NM_013839 FW TCCAAGTAGAGAGGCTGCAACAC RW TTAGCATCCGTGGGAACATCAG 57 
LXR-β NM_009473 FW GAAGGCGTCCACCATTGAGAT RW AGTCGTCCTTGCTGTAGGTGAAGT 56 
MCAD NM_007382 FW GAGTACCCTGTGGAGAAGCTGATG RW TTTTCAATGTGCTCACGAGCTATG 56 
SREBP-1c NM_011480 FW CGGGATGCGGCTGTTGTCT RW GCAGCAAGATGTCCTCCTGTGTACT 56 
ARBP: acidic ribosomal phosphoprotein; CYCA: cyclophilin A; HK II: hexokinase II; HPRT: hypoxanthine 
guanine phosphoribosyl transferase; LXR: liver X receptor; MCAD: medium chain acyl-Coenzyme A 
dehydrogenase; SREBP-1c: sterol regulatory element binding protein 1c. 
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FIGURE LEGENDS 
FIG. 1. Intramuscular content of glycogen, glucose-6-phosphate and pyruvate in the 
gastrocnemius muscle of SIRT1+/∆ex4 mice () and SIRT1∆ex4/∆ex4 mice (). A: Glycogen 
content. B: Glucose-6-phosphate content. C: Pyruvate content. Data are means ± SE. * P < 
0.05: significantly different from SIRT1+/∆ex4 mice. 
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FIG. 2. Hexokinase (HK) II mRNA level, HK activity and lactate dehydrogenase (LDH) 
activity in the gastrocnemius muscle of SIRT1+/∆ex4 mice () and SIRT1∆ex4/∆ex4 mice (). A: 
HK II mRNA level (left panel) and HK activity (right panel). B: LDH activity. Data are 
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FIG. 3. Expression of nuclear genes encoding mitochondrial proteins in skeletal muscle of 
SIRT1+/∆ex4 mice () and SIRT1∆ex4/∆ex4 mice (). A: 3-hydroxy-acyl-Coenzyme A 
dehydrogenase (HAD) activity, medium-chain acyl-Coenzyme A dehydrogenase (MCAD) 
mRNA level and citrate synthase (CS) activity in the gastrocnemius muscle. B: HAD activity, 
MCAD mRNA level and CS activity in the tibialis anterior muscle. C: Representative 
immunoblot (left panel) and densitometric analysis (right panel) of mitochondrial respiratory 
chain proteins of complex III (Core II, 13.4) and complex V (20D6) in the gastrocnemius (   ) 
and tibialis anterior (  ) muscles. 
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FIG. 4. Expression of sterol regulatory element binding protein (SREBP)-1c and liver X 
receptor (LXR)-α and -β in the gastrocnemius muscle of SIRT1+/∆ex4 mice () and 
SIRT1∆ex4/∆ex4 mice (). A: SREBP-1c mRNA level (left panel) and protein level (right 
panel). B: LXR-α and LXR-β mRNA level. Data are means ± SE. * P < 0.05: significantly 
different from SIRT1+/∆ex4 mice. 
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FIG. 5. SIRT1 regulates SREBP-1c promoter transactivation through a LXR-dependent 
mechanism. A: Human SREBP-1c promoter (-571/+90 bp) reporter gene (pSREBP-1c-Luc) 
and human SREBP-1c promoter (-571/+90 bp) reporter gene with two deleted mutations in 
LXR-response elements (LXRE) located at -311/-296 bp and -260/-245 bp (pSREBP-1c-Luc 
m1/2) (35). B: Gene electrotransfer of SIRT1 expression vector increases SIRT1 protein level 
in mouse tibialis anterior muscle. Muscles were electrotransfected with either a control vector 
(pcDNA3.1Zeo, ) or a SIRT1 expression vector (pBabe-SIRT1, ). Seven days after gene 
electrotransfer, muscles were removed and analyzed by western blot. SIRT1 protein was 
detected as a 85-90 kDa band. Data are means ± SE. ** P < 0.01: significantly different from 
pcDNA3.1-Zeo C: Mutations of LXR-response elements in SREBP-1c promoter abolished 
SIRT1-induced SREBP-1c promoter transactivation. Gene electrotransfer of pSREBP-1c-Luc 
(, n = 8), pSREBP-1c-Luc and pBabe-SIRT1 (, n = 8), or pSREBP-1c-Luc and pCMV-
LXR-α (, n = 8) was performed. Contralateral tibialis anterior muscle was injected with the 
same DNA mixture except that pSREBP-1c-Luc was omitted and replaced by pSREBP-1c-
Luc m1/2. In order to correct for variations in transfection efficiency, luciferase activity was 
normalized to β-galactosidase activity. RLU, relative light unit. Data are means ± SE. * P < 
0.05 and *** P < 0.001: significantly different from pSREBP-1c-Luc alone; †† P < 0.01 and 
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FIG. 6. EX527 lowers glucose consumption of C2C12 myotubes. C2C12 myoblasts were 
differentiated into myotubes for 5 days and treated with EX527 for an additional 48 hours. 
Glucose concentration in the culture medium was determined before and after 48 hours 
EX527 exposure. Data are means ± SE from 8 independent experiments * P < 0.05 and *** P 
< 0.001: significantly different from control myotubes (0 µM). 
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Regulation of Akt/mTOR pathway, ubiquitin proteasome pathway and autophagy in 
response to fasting/refeeding in C2C12 myotubes 
 
L’amyotrophie résulte d’un déséquilibre de la balance entre la synthèse et la 
dégradation des protéines. On peut observer cette perte de masse musculaire dans plusieurs 
conditions comme lors du vieillissement, lors d’un alitement prolongé ou lors d’un jeûne. Le 
but de l’étude suivante a été de déterminer la régulation de la balance entre la synthèse et la 
dégradation des protéines se produisant lors d’un jeûne chez des myotubes C2C12. Ainsi, 
nous montrons, que chez des myotubes C2C12, un jeûne de 4 heures induisait une 
déphosphorylation précoce (30 minutes à 1 heure) d’AktS473, GSK3S21/S9, p70S6KT412 et 
S6S235/S236 précédant une amyotrophie de 15 % des myotubes observée à 2 heures de jeûne. 
Cette déphosphorylation s’accompagnait d’une augmentation très rapide de l’activité 
cathepsine B + L, alors qu’aucune modification de la voie du protéasome n’était observée. La 
renutrition s’accompagnait d’un retour à la normale de ces différents paramètres à l’exception 
de l’activité cathepsine B + L qui restait elevée. Ainsi, ces données préliminaires suggèrent 
que le jeûne et la renutrition aboutissent à une régulation de la voie Akt, régulatrice de la 
masse musculaire et de la voie autophagie/lysosome impliquée dans la dégradation des 
protéines chez des myotubes C2C12. D’autres marqueurs des voies de dégradation 
ubiquitine/protéasome et autophagie/lysosome seront à envisager. Enfin, étant donné que la 
protéine Sirt1 est impliquée dans la restriction calorique, son rôle lors du jeûne et de la 
renutrition sera également à étudier. 
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Amyotrophy results from an imbalance between protein synthesis and degradation. Muscle 
mass loss is observed in several conditions such as aging, prolonged immobilization or 
fasting. The purpose of this study was to determine the regulation between protein synthesis 
and degradation during fasting in C2C12 myotubes. We showed that in C2C12 myotubes, a 4 
hours fasting induced an early dephosphorylation (30 minutes to 1 hour) of AktS473, 
GSK3S21/S9, p70S6KT412 and S6S235/S236, that preceded a 15% decrease in myotubes area (2 
hours of fasting). This dephosphorylation was accompanied by a rapid increase in cathepsin B 
+ L activity, while no change in  proteasome activity was observed. Refeeding was 
accompanied by a return to normal values, with the exception of cathepsin B + L activity 
which remained elevated. Thus, these preliminary data suggest that fasting and refeeding lead 
to a regulation of the Akt pathway, which may both regulate protein synthesis and 
autophagy/lysosome pathway, and ultimately myotubes area. Other markers of degradation of 
ubiquitin/proteasome and autophagy/lysosome pathways will be determined. Finally, given 
that the protein Sirt1 is involved in caloric restriction, its role in the regulation of these 
processes during fasting and refeeding needs to be studied. 
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INTRODUCTION 
 The loss of muscle protein is a widespread phenomenon known as muscle atrophy or 
wasting that leads to rapid alterations in muscle structure and functions. Skeletal muscle 
atrophy occurs systematically with prolonged inactivity, denervation, normal aging, fasting 
and with many diseases, including cancer, diabetes, sepsis, renal failure and chronic 
obstructive pulmonary disease. During these catabolic conditions, skeletal muscle is subjected 
to a major metabolic challenge, which particularly triggers an increased reliance on protein 
catabolism to provide amino acids for the maintenance of vital functions of critical organs 
such as the heart, brain, liver and kidney. 
 Accelerated breakdown of proteins have been largely attributed to activation of 
ubiquitine-proteasome pathway. Expression of several subunits of the proteasome, as well as 
that of atrophy-specific-ubiquitin ligases, atrogin1/muscle atrophy F-box (MAFbx) and 
muscle ring finger-1 (MuRF-1), has been consistently observed in numerous conditions 
leading to muscle mass loss (2, 13, 22). Furthermore, the role of autophagy-lysosomal 
pathway, which has long been largely ignored despites consistent evidence that it stimulates 
protein degradation in skeletal muscle (8, 26), is now becoming increasingly important. 
Indeed, recent studies have shown that expression of certain components of the autophagy-
lysosomal pathway is upregulated in various models of atrophy (13, 15, 22, 27). Particularly, 
expression of autophagy-related genes, such as LC3, Gabarapl1, Bnip3 and Bnip3l, is strongly 
induced in skeletal muscle during fasting (15, 27). 
Genetic and pharmacological studies have shown that both ubiquitine-proteasome and 
autophagy-lysosomal pathways are under the control of Akt/Foxo pathway. In cultured 
myotubes undergoing atrophy, Akt activity decreases, leading to activation of Foxo 
transcription factors and atrogin-1 expression, whereas IGF-1 treatment or Akt 
overexpression inhibits Foxo transcriptional activity and atrogin-1 expression (23-25). 
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Similarly, acute activation of Akt inhibits autophagosome formation and lysosomal-dependent 
protein degradation during fasting both in vitro and in vivo (15, 27). Furthermore, it has been 
clearly shown that the overexpression of a constitutionally active form of FoxO3 induced 
autophagy, whereas Akt activation blocked FoxO3-induced autophagy (15, 27). This effect is 
mediated by a FoxO-dependent transcription of autophagy genes such as Atg12, Bnip, 
Gabarapl and LC3b (15, 27). The Akt-dependent regulation of FoxO transcription factors thus 
allows a coordinate regulation of ubiquitine-proteasome and autophagy-lysosomal pathways 
in skeletal muscle. 
The aim of the study was to characterize the kinetic response of signaling pathways 
associated with muscle atrophy. We specifically investigated the kinetic response of 




 Manuscrit 2  
 
MATERIALS AND METHODS 
Cell culture. C2C12 muscle cells (ATCC CRL-1772) were cultured in Dulbecco's modified 
Eagle's medium (DMEM) supplemented with 20% fetal bovine serum and 1% penicillin-
streptomycin (P/S) at 37°C and 5% CO2 in air in 10 mm plate dishes or 6-well plates. At 80% 
confluence, cells were allowed to differentiate for 6 days in DMEM supplemented with 2% 
horse serum (HS) and 1% P/S. Myotubes were then submitted to a metabolic challenge 
consisting in 4 hours of complete fasting followed by 4 hours of refeeding. Fasting was 
realized by substituting the differentiation medium by Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 
(DPBS) supplemented with 2% HS and 1% P/S. Four hours later, myotubes were refed with 
the differentiation medium. 
Videomicroscopy. C2C12 myotubes cultured in 6-well cell culture plate at 37°C and 5% CO2 
in air were filmed during fasting and refeeding (Zeiss, Cell Observer Z1, IFR143). Myotube 
area was quantified from 6 different fields (x 10) by using Axion Vision 4.7. 
Glucose and lactate concentrations. Lactate and glucose concentrations in the culture 
medium were determined at the indicated time points during 24 hours following fasting by 
using an electrochemical analyser YSI 2300 STAT PLUS (Yellow Springs Instruments, 
Yellow Springs , Ohio, USA) (11). Calibration was done by using a 1.25 mM standard lactate 
solution and a 5 mM standard glucose solution. 
Protein extraction. At the indicated time points, cells were harvested and the proteins were 
extracted at 4°C with a buffer consisting of 50 mM Tris-HCl (pH = 7.4), 100 mM NaCl, 2 
mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM ß-glycerophosphate, 50 mM sodium fluoride, 1 mM 
NaVO4, 120 nM okadaic acid, and 1% Triton X-100. Homogenates were centrifuged at 
12,000 g for 20 min at 4°C. Protein concentration was spectrophotometrically determined at 
750 nm using a protein assay (BioRad).  
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Enzyme assays. Chymotrypsin-like and trypsin-like activities of 20S proteasome, as well as 
cathepsin B+L activities were fluorometrically measured as previously described (1, 4). 
Luminex and western blot analyses. Protein extracts were transferred into 96-well dishes 
and diluted with 25 µl buffered solution. Fluorescent capturing beads coupled to antibodies 
directed against the phosphorylated forms of glycogen synthase kinase (GSK)-3 (Ser9/21) 
(Biorad, cat. no.171V23318), phospho-ribosomal protein S6 (Ser235/236) (Biorad, cat. 
no.171V25374), phospho-ribosomal protein S6 kinase (p70S6K) (Thr412) (Millipore, cat. no. 
46-629), phospho-Akt Ser473) (Millipore, cat. no. 46-677) were used. Antibodies directed 
against phosphorylated and non-phosphorylated forms of p70S6K (Millipore, cat. no. 46-630) 
and Akt (Millipore, cat. no. 46-677) were also used. The antibody-conjugated beads were 
added into each well and incubated overnight. The plates were washed and incubated with 
biotinylated antibodies to fix each target protein. Streptavidin–phycoerythrin solution was 
then added. The analysis consisted of a double-laser fluorescence detection, which allowed 
simultaneous identification of the target protein through the red fluorescence emission signal 
of the bead and quantification of the target protein through the fluorescence intensity of 
phycoerythrin. A positive control, consisting of a standard protein extract from control cell 
line, was added to each series. Results were recorded as mean fluorescence intensities. The 
phosphorylation level of ribosomal S6 protein was also determined by western blot. Fifty µg 
of proteins were separated on SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. Blots 
were incubated overnight at 4°C with antibody against the phosphorylayed form of ribosomal 
S6 protein (Ser235/236) (1:1,000 dilution wt/vol, Cell Signaling Technologies, cat. no.4856). 
Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit (1:2,000 dilution wt/vol, Dako) antibody 
was used for the chemiluminescent detection of proteins (ECL, GE Health Care). The films 
were scanned and quantified using N.I.H. image 1.63. 
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Statistics. Data are means ± SE from 6/8 independent culture dishes/wells. Statistical 
comparisons were performed using one way analysis of variance (StatViewTMSE+Graphics, 
Abacus Concept, Inc). The 0.05 level of confidence was accepted for statistical significance. 
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RESULTS 
Fasting triggers atrophy of C2C12 myotubes. We first aimed to characterize the 
morphological response of C2C12 myotubes in response to fasting/refeeding by 
videomicroscopy. A quantitative analysis indicated that fasting induced a progressive atrophy 
of myotubes that reached statistical significance after 2 hours (Figure 1). By the end of the 
fasting period, myotube area was reduced by 15% (P < 0.001). Importantly, the size of the 
myotubes was entirely restored to control values following 1 hour of refeeding and was even 
further increased by 10-15% 3 and 4 hours following fasting (P < 0.05). 
Fasting profoundly alters glucose consumption and lactate production during refeeding. 
To get insights into the metabolic response of atrophic myotubes to refeeding, glucose 
consumption and lactate production were determined. Glucose consumption of fasted C2C12 
myotubes was significantly higher when compared to the control values during the first hour 
following fasting, and then progressively returned to control level (Figure 2A). Lactate 
production, which was strongly reduced by fasting, then progressively increased to stabilize 
around control values by 4 hours of refeeding (Figure 2B). 
Fasting markedly inhibits the Akt/mTOR pathway. The maintenance of skeletal muscle 
mass mainly results from the balance between protein synthesis and protein degradation (5). 
We first determined whether fasting inhibits the Akt/mTOR pathway that controls protein 
synthesis. Fasting-induced C2C12 myotube atrophy was associated with a significant 
decrease in the phosphorylation of Akt on Ser473 (-50%), GSK-3 on S29/S21 (-45%), 
p70S6K on Thr412 (-70%) and S6 on Ser235/S236 (-80%), while at the same time Akt and 
p70S6k total protein level remained unchanged (Figure 3 A-E). With the exception of S6 
whose phosphorylation was decreased after 60 minutes, Akt, GSK-3 and p70S6k 
phosphorylation was significantly decreased as soon as 30 minutes of fasting. Overall, these 
data clearly indicate that the Akt/mTOR pathway is rapidly and strongly inhibited by fasting 
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in C2C12 myotubes. Phosphorylation of Akt, GSK-3, p70S6k and S6 was rapidly induced 
within 15 minutes after the cessation of fasting (Figure 3). The response was even more 
pronounced for Akt and p70S6k, whose the phosphorylation level was increased by about 5-
fold. However, this increase was transitory as the phosphorylation level of Akt and p70S6k 
almost returned to control level after 4 hours of refeeding. 
Fasting does not alter the ubiquitine-proteasome pathway, but strongly activates 
lysosomal cathepsin B+L enzyme activities. The main proteolytic pathways involved in the 
regulation of skeletal muscle mass are the ubiquitine-proteasome and autophagy pathways. 
The chymotrypsin-like and trypsin-like activities of 20S proteasome remained unchanged 
over the entire experimental period (Figure 4), suggesting that the ubiquitine-proteasome 
pathway remained insensitive to the fasting of C2C12 myotubes. By contrast, the lysosomal 
enzyme activity of cathepsine B+L increased significantly during fasting in a time-dependant 
manner to reach a level that was about 3-fold higher at the end of the fasting period (P < 
0.001) (Figure 5). Importantly cathepsin B+L enzyme activity remained elevated and only 
slightly decreased during the refeeding period. These data suggest that fasting strongly 
activates the autophagy pathway in fasted C2C12 myotubes. 
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DISCUSSION 
Among potential signaling pathways that can regulate fasting-induced skeletal muscle 
atrophy, the Akt/mTOR pathway appears to be a good candidate by its capacity to 
coordinately and inversely regulate protein synthesis and proteolysis. In the present study, the 
effect of fasting on the down-regulation of Akt/mTOR pathway and up-regulation of 
cathepsin B+L enzyme activity is consistent this hypothesis. Although protein synthesis has 
not been measured, the marked decrease in the phosphorylation level of Akt, GSK3, p70S6K 
and S6 suggests that a reduction in protein synthesis had occurred in fasted myotubes. In 
agreement with previous studies, we also showed that the autophagy-lysosome pathway is 
strongly activated during fasting. Importantly both time course responses (the down-
regulation of Akt/mTOR pathway and the activation of autophagy-lysosome pathway) 
preceded the atrophy of myotubes, suggesting that they mainly contribute to induction of 
myotube atrophy. 
These data raise a number of questions. One may first question which mechanisms trigger 
the down-regulation of Akt/mTOR pathway? It should be noted that the serum concentration 
was maintained to 2% during fasting, therefore excluding the possibility that a decrease in 
IGF-1 concentration would be responsible for the down-regulation of Akt. By contrast, 
C2C12 myotubes were completely deprived of amino acids and particularly of leucine, whose 
stimulatory action on Akt/mTOR pathway has been largely documented (see (6, 12) for 
example). Furthermore, leucine limitation has been also shown to stimulate lysosomal 
proteolysis (16). Leucine deprivation may therefore both contribute to the down-regulation of 
Akt/mTOR pathway and the stimulation of lysosomal proteolysis. The restriction in glucose, 
which is know to increase the amount of NAD+ inside the cell (7), may also trigger the 
activation of sirtuin1 (SIRT1) and contribute to the regulation of Akt/mTOR pathway. Indeed, 
it was recently shown SIRT1 negatively regulated mTOR phosphorylation in Hela cells (9). In 
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support of this observation, we conversely observed that the phosphorylation level of Akt 
S473 and S6 S235/236 was increased the skeletal muscle of SIRT1 deficient mice (Defour, 
unpublished observations). 
Second, what is the functional relationship between the down-regulation of Akt/mTOR 
pathway and the regulation of autophagy? In skeletal muscle, acute activation of Akt has been 
shown to inhibit autophagosome formation and lysosomal-dependent protein degradation 
during fasting both in vivo and in vitro (15, 27). Furthermore, overexpression of a 
constitutionally active form of FoxO3 induced autophagy by mediating the expression of 
autophagy genes such as Atg12, Bnip, Gabarapl and LC3b, whereas Akt activation blocked 
FoxO3-induced autophagy (15, 27). Although the phosphorylation status of FoxO3a has not 
been measured in the present study, the simultaneous and opposite regulation of Akt/mTOR 
pathway and cathepsinB+L activity support the above mechanism. The expression of 
autophagy genes is currently under investigation. 
SIRT1 could also contribute to the regulation of autophagy in our experimental model. 
SIRT1 is a protein deacetylase that catalyzes the NAD+ dependent deacetylation of specific ε-
amino-acetylated lysine residues from its protein substrates. Hepatic SIRT1 expression has 
been shown to be activated by fasting and caloric restriction in vivo (3, 18, 20) and decreased 
by glucose addition in vitro (21). Importantly, SIRT1 expression would be also stimulated in 
skeletal muscle during fasting (10). Furthermore, knockdown of FoxO3a in PC12 cells 
inhibits the fasting-induced increase in Sirt1 expression (19), suggesting that the regulation of 
SIRT1 expression may be linked to the regulation of Akt/FoxO pathway. Finally, recent 
evidences also suggest that SIRT1 is an important regulator of autophagy. Indeed, SIRT1 is 
able to form molecular complex with several essential components of the autophagy 
machinery, such as autophagy genes (Atg)5, Atg7 and Atg8, and SIRT1-/- mice partially 
resembles Atg5-/- mice, including the accumulation of damaged organelles (14). Furthermore, 
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SIRT1 overexpression promotes the autophagic flux in human cancer cells, and this effect can 
be prevented by the pharmacological SIRT1 inhibitor EX527 (17). Altogether, these data 
provide a functional link between Akt/FoxO pathway, autophagy, SIRT1 and the overall 
cellular response to altered nutrient availability. It will be therefore important to define the 
role of SIRT1 in the regulation of autophagy during fasting in skeletal muscle. The in vitro 
model of muscle atrophy used in the present study could be useful to identify the downstream 
events triggered by SIRT1 that are important for the regulation of autophagy and the 
development of muscle atrophy during fasting. 
The observation that the ubiquitine-proteasome pathway remained insensitive to the fasting 
protocol despites that Akt/mTOR pathway is strongly inhibited may be surprising since a 
decrease in Akt activity has been shown to activate Foxo transcription factors and the 
subsequent expression of atrogenes (23-25). Our data rather suggest that the regulation of 
ubiquitine-proteasome pathway is more complex and that other signaling influences 
contribute to the regulation of ubiquitine-proteasome pathway. 
 In summary, our data provide a descriptive analysis of the regulation of Akt/mTOR 
pathway, ubiquitine-proteasome pathway and autophagy lysosomal pathway during fasting 
and refeeding of C2C12 myotubes. This preliminary study will be extended to the analysis of 
other markers of ubiquitine-proteasome pathway (expression of MuRF-1 and atrogin-1) and 
autophagy lysosomal pathway (expression of Bnip3, Gabarapl1, LC-3B and Vps34) and to the 
analysis of SIRT1 function in this experimental model. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. C2C12 myotube area during fasting and refeeding. C2C12 myotube area was 
determined by using AxioVision 4.7. Data are means ± SE from 10 myotubes. *** P < 0.001: 
significantly different from 0 min; † P < 0.05: significantly different from 240 min. 
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Figure 2. Glucose consumption and lactate production of C2C12 myotubes following fasting. 
A) Glucose consumption. B) Lactate production. Data are means ± SE from 8 independent 
experiments. Dotted lines indicate glucose consumption and lactate production of control 
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Figure 3. Regulation of Akt/mTOR pathway during fasting and refeeding in C2C12 
myotubes. Protein levels were determined by using Luminex technology and western blot. A). 
Phospho-Akt S473 (♦) and total Akt (○) proteins. B) Phospho-GSK3 S21/S9 protein level. C) 
Phospho-p70S6K T412 (♦) and total p70S6K (○) proteins levels. D) A representative 
immunoblot of S6 S235/S236 phosphorylation level. E) Phospho-S6 S235/S236 protein level. 
Data are means ± SE from 4-7 independent experiments. * P < 0.05, ** < 0.01 and *** P < 
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Figure 4. Chymotrypsin-like (○) and trypsin-like (♦) enzyme activities of 26S proteasome 
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Figure 5. Cathepsin B+L enzyme activity during fasting and refeeding in C2C12 myotubes. 
Data are means ± SE from 8 independent experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 
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 Discussion  
 
Lors de notre première étude, nous avons montré que : 
- Sirt1 régulait l’expression génique de SREBP-1c de façon dépendante de LXR, et que 
ce mécanisme pourrait permettre de réguler l’expression de l’hexokinase II (Figure 
24), 
- l’EX527, un inhibiteur de Sirt1, permettrait de réduire d’environ 20 % la 




Figure 26. Schéma récapitulatif du mécanisme d’action potentiel de Sirt1 sur la régulation du 
métabolisme du glucose (LXR : liver X receptor ; Sirt1 : sirtuine 1 ; SREBP-1c : sterol regulatory 
element binding protein 1c). 
 
Notre seconde étude in vitro sur des myotubes C2C12 a mis en évidence les 
évènements suivants : 
- une inhibition marquée de la voie Akt/mTOR lors du jeûne qui précède l’amyotrophie 
des myotubes,  
- une stimulation de la consommation de glucose lors de la renutrition des myotubes 
dénutrits, 
- une augmentation de l’activité enzymatique cathepsine B + L lors du jeûne, 
augmentation se poursuivant lors de la renutrition. 
 
Cette discussion n’a pas pour objet de reprendre les éléments déjà discutés dans les 
manuscrits, mais tentera plutôt d’apporter de nouveaux arguments de réflexion à travers la 
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perspectives. Nous présenterons d’abord dans une première partie les intérêts et les limites des 
modèles expérimentaux, puis dans une seconde partie l’implication de Sirt1 dans la régulation 
de l’expression de LXR et de SREBP-1c, puis dans une troisième partie l’implication de Sirt1 
dans la régulation du métabolisme du glucose, et enfin dans une dernière partie le rôle 
éventuel de Sirt1 dans la régulation de la masse musculaire.  
 
 
I. INTERETS ET LIMITES DES MODELES 
EXPERIMENTAUX 
 
1. Intérêts des modèles expérimentaux 
 
De nombreux travaux ont étudié les effets de Sirt1 sur la régulation du métabolisme 
énergétique dans le muscle strié squelettique (80, 134, 135). Contrairement aux études de la 
littérature qui utilisent largement des drogues pour stimuler l’activité de Sirt1, nous avons 
travaillé avec un modèle génétique de souris déficientes pour l’exon 4 de Sirt1 (Sirt1∆ex4/∆ex4) 
ce qui nous permet de cibler directement et spécifiquement Sirt1. En effet, l’utilisation des 
activateurs de Sirt1 est largement controversée dans la littérature (paragraphe V.2.b de la 
seconde partie de la revue bibliographique). De plus, dans notre modèle de souris 
Sirt1∆ex4/∆ex4, aucun challenge métabolique n’a été utilisé. En effet, la stimulation du 
métabolisme oxydatif par le resveratrol ou le SRT1720 n’a été observé que chez des souris 
soumises à un régime gras (80, 134). Nos données in vivo témoignent donc des effets à long 
terme d’une invalidation de Sirt1 indépendamment de tout régime. Nous avons par contre 
utilisé un inhibiteur de Sirt1, l’EX527, mais dont l’action spécifique a été clairement validée 
(92, 194). 
 
2. Limites des modèles expérimentaux 
 
La première limite de notre modèle de souris Sirt1∆ex4/∆ex4 est l’effet éventuel 
compensatoire de l’invalidation de Sirt1 par une ou plusieurs autres sirtuines. Le taux de 
survie des souris KO Sirt1 à la naissance étant très faible (128, 202), on peut envisager que les 
souris qui ont survécu, ont compensé l’invalidation de Sirt1 par la surexpression d’une autre 
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sirtuine. Nous avons donc mesuré les niveaux en ARNm de Sirt6 et de Sirt2 (Figure 25). A 
l’exception de l’augmentation de Sirt6 dans le muscle gastrocnemius des souris Sirt1∆ex4/∆ex4, 
aucune autre modification n’a été observée. Si effet compensatoire il y a, celui-ci ne serait 





Figure 25. Niveau d’expression en ARNm de Sirt2 et Sirt6 dans le tibialis anterior et le gastrocnemius 
chez les souris Sirt1∆ex4/∆ex4 et les souris contrôles Sirt1+/∆ex4 (* p < 0,05 : significativement différent de 
Sirt1+/∆ex4 ; ARNm : acide ribonucléique messager ; ex4 : exon 4 ; Sirt : sirtuine). 
 
Une autre limite à notre étude est l’utilisation de souris hétérozygotes (Sirt1+/∆ex4) 
comme souris contrôles. Ainsi, il est possible que des modifications géniques soient aussi 
présentes chez les souris Sirt1+/∆ex4, comme cela a été décrit pour la lypolyse (75). Cependant, 
ces modifications, si elles existent, ne pourraient que minimiser les effets observés dans notre 
étude.  
Enfin, une limitation majeure à notre travail est le nombre restreint d’animaux avec 
lesquels nous avons travaillé. Comme il nous a été malheureusement impossible d’élever ces 
animaux à l’animalerie de Saint Etienne, nous avons uniquement pu recevoir les tissus 
musculaires prélevés sur quatre animaux. 
En ce qui concerne le modèle in vitro de challenge métabolique, la principale limite 
est la privation totale en nutriments des myotubes C2C12, ce qui ne nous permet pas de 
différencier les effets respectifs de certaines molécules. Par exemple, nous ne pouvons pas 
différencier les effets de la restriction en glucose, qui augmentent le ratio NAD+/NADH et 
donc qui active potentiellement Sirt1 (121), de ceux de la restriction en leucine, qui inhibent 
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II. SIRT1, SREBP-1c et LXR 
 
L’invalidation de l’exon 4 chez les souris Sirt1+/∆ex4 a permis de mettre en évidence 
que Sirt1 régulait l’expression génique de SREBP-1c de façon dépendante de LXR, ce 
mécanisme pouvant réguler l’expression de l’hexokinase II. Cependant, le mécanisme 
d’action de Sirt1 sur LXR reste à déterminer. Il a été montré, chez des cellules HEK293T, que 
Sirt1 déacétylait la lysine K432 de LXR-α du complexe LXR/RXR, ce qui permettrait 
d’activer la dégradation de LXR mais aussi son renouvellement et donc l’activité 
transcriptionnelle des promoteurs des gènes cibles (119) (Figure 19). Il serait donc intéressant 
de mesurer le niveau d’acétylation de LXR-α et –β. En collaboration avec l’équipe d’Etienne 
Lefai (UMR 870, Lyon), nous avons pu réaliser un profil d’acétylation par western blot des 




Figure 26. Niveau d’acétylation global du muscle gastrocnemius chez des souris Sirt1∆ex4/∆ex4 et les 
souris contrôles Sirt1+/∆ex4 (ex4 : exon 4 ; kDa : kilodaltons : Sirt1 : sirtuine 1). 
 
Outre l’hyperacétylation globale des souris Sirt1∆ex4/∆ex4, il apparaît systématiquement 
une bande hyperacétylée à environ 50 kDa, qui n’est pas présente chez les souris contrôles 
Sirt1+/∆ex4. De façon intriguante, ce poids moléculaire est celui de LXR. Afin de valider 
l’origine de cette bande, nous envisageons donc de réaliser une immunoprécipitation LXR 
suivie d’une révélation western blot avec un anticorps lysine anti-acétylée. Ceci permettra de 
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III. SIRT1 ET METABOLISME DU GLUCOSE 
 
Nos données permettent de mettre en lumière l’implication potentielle de Sirt1 dans la 
régulation de l’hexokinase II (Figure 24). Cependant, il est aussi possible d’envisager une 
action de Sirt1 sur la régulation de l’expression d’autres protéines associées au métabolisme 
du glucose. GLUT4 (glucose transporter type 4) pourrait être une cible. En effet, nos analyses 
du niveau d’expression de GLUT4 laissent penser qu’il pourrait être soumis à une régulation 
par Sirt1 (Figure 27). Toutefois, notre effectif de souris est beaucoup trop réduit pour que 




Figure 27. Niveau d’expression protéique de GLUT4 dans le muscle gastrocnemius chez les souris 
Sirt1∆ex4/∆ex4 et les souris contrôles Sirt1+/∆ex4 (ex4 : exon 4 ; GLUT4 : glucose transporter type 4 ; Sirt1 : 
sirtuine 1).  
 
Au-delà de l’expression de GLUT4, ceci pose la question de l’action ciblée ou 
généralisée de Sirt1 sur l’expression des gènes associés au métabolisme du glucose. Puisque 
Sirt1 stimule la sécrétion de l’insuline par le pancréas (142, 143), il aurait été intéressant de 
mesurer la glycémie et la réponse de nos animaux à un test de tolérance au glucose. Afin 
d’apporter des éléments de réponse, nous avons montré in vitro que l’EX527, un inhibiteur de 
Sirt1, réduisait d’environ 20 % la consommation de glucose de myotubes C2C12, illustrant le 
rôle fonctionnel majeur de Sirt1 dans la régulation du métabolisme du glucose en situation 
normale, indépendemment de tout challenge métabolique. Mais cette expérience ne répond 
pas encore à la question énoncée ci-dessus. Pour déterminer si Sirt1 exerce un effet sur la 
capture du glucose, il faudrait mesurer l’entrée du 2-déoxy-glucose dans la cellule. Par 
ailleurs, une analyse plus complète du niveau d’expression des différentes enzymes de la 
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De façon indirecte, notre seconde étude montre que le niveau en ARNm Sirt1 est 
fortement stimulé lors de la renutrition chez les myotubes dénutrits (Figure 28), et ceci de 
façon concommitante à la stimulation de l’expression de l’hexokinase (Figure 29) et de la 
consommation de glucose. Bien qu’indirecte, ces données supportent l’importance de Sirt1 




Figure 28. Niveau d’expression en ARNm de Sirt1 au cours d’un jeûne suivi d’une renutrition chez des 
myotubes C2C12 (* p < 0,05 : significativement différent de 0 min ; ARNm : acide 




Figure 2. Niveau enzymatique de l’hexokinase au cours d’un jeûne suivi d’une renutrition chez des 
myotubes C2C12 (* p < 0,05, ** p < 0,01 : significativement différent de 0 min et †† p < 0,01, ††† p < 
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IV. SIRT1 ET MASSE MUSCULAIRE 
 
 Il a été démontré que Sirt1 était impliquée dans la régulation de la myogenèse chez des 
cellules musculaires C2C12 avec notamment une action de régulation négative sur les facteurs 
transcriptionnels muscle-spécifiques MyoD, myogénine et MEF2C (120). Or ces facteurs sont 
connus pour intervenir dans la régulation de l’expression des protéines muscle-spécifiques, 
cela pose donc la question de l’implication de Sirt1 dans la régulation de ces protéines dans le 
muscle strié adulte et de l’impact que cela pourrait avoir sur la masse musculaire. Nous avons 
observé dans notre première étude une diminution du poids des muscles des animaux 
Sirt1∆ex4/∆ex4 ; toutefois cette différence n’était plus observée lorsque l’on ramenait le poids de 
muscle au poids de corps (voir tableau 1 manuscrit I). Ceci serait donc plutôt dû à un effet 
freinateur de Sirt1 sur la croissance (voir (32) pour une revue de la littérature). 
 Récemment, il a été montré que le niveau de phosphorylation de mTOR (mammalian 
target of rapamycin), S6K (ribosomal protein S6 kinase), S6 (ribosomal protein S6) et 4E-
BP1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1) était régulé positivement dans des 
MEFs issus de souris déficientes pour Sirt1 (204), ceci laissant supposer que la synthèse des 
protéines serait activée dans ces conditions. En accord avec ces données, nous avons 
également pu observer une tendance à l’augmentation de la phosphorylation des protéines 
AktPSer473 et S6PSer235/236 dans le muscle tibialis anterior des souris Sirt1∆ex4/∆ex4 (Figure 30). 
L’ensemble de ces résultats suggère que Sirt1 pourrait intervenir dans la régulation de la 




Figure 30. Niveau d’expression des protéines AktPSer473 et S6PSer235/236 dans le muscle tibialis anterior 
chez les souris Sirt1∆ex4/∆ex4 et les souris contrôles Sirt1+/∆ex4 (ex4 : exon 4 ; S6P : ribosomal protein S6 ; 































 Discussion  
 
 Par ailleurs, des données récentes impliqueraient Sirt1 dans la stimulation de 
l’autophagie (100, 205) (voir discussion manuscrit II). Compte-tenu de l’importance de 
l’autophagie dans la régulation de la masse musculaire lors du jeûne (206, 207), l’implication 
fonctionnelle de Sirt1 dans ce mécanisme est à envisager dans la seconde étude. Nos données 
(Figure 28) montrent que le niveau en ARNm de Sirt1 n’est pas modifié durant le jeûne, alors 
que l’on peut observer une forte stimulation de ce niveau après 1 heure de renutrition. Fulco 
et al. ont montré que la restriction en glucose augmentait le ratio NAD+/NADH, stimulant 
ainsi l’activité de Sirt1 (121). Il est donc tout à fait possible dans notre étude, que malgré 
l’absence d’augmentation du niveau en ARNm de Sirt1 lors du jeûne, l’activité de Sirt1 
puisse être stimulée afin de réguler l’autophagie. De façon intéressante, l’augmentation 
transitoire du niveau en ARNm de Sirt1 au cours de la renutrition se produit dans une 
situation où le ratio NAD+/NADH est diminué (121), réduisant ainsi l’activité de Sirt1. Il 
serait donc intéressant de déterminer : 
- le niveau d’acétylation d’un substrat connu de Sirt1 comme p53 pour déterminer à 
quel moment (jeûne ou renutrition) l’activité de Sirt1 est modifiée, 
- le niveau d’expression d’un certain nombre de marqueurs de l’autophagie tels que 
Binp3, Gabarapl1, LC3b et Vps34, 
- si l’inhibiteur EX527 permet de modifier la régulation de l’expression des gènes de 
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 Conclusion et perspectives  
 
 Les données de la première étude montrent clairement une implication fonctionnelle 
de Sirt1 dans la régulation du métabolisme du glucose dans le muscle strié squelettique. Au-
delà des expérimentations qui permettront de renforcer nos résultats, il serait intéressant 
d’étudier le rôle de Sirt1 dans la régulation du métabolisme du glucose en situations 
pathologiques. Ainsi, il a été montré que l’expression de Sirt1 était réduite chez des sujets 
insulino-résistants (208). L’effet observé de l’EX527 mérite donc d’être validé in vivo dans un 
modèle de souris soumises à un régime gras. 
 Nous avons vu que les données de la seconde étude soulèvent plus de questions 
qu’elles n’apportent de réponses. Il est donc dans un premier temps important de mettre en 
place les expérimentations qui permettront d’apporter des éléments de réponse (voir 
discussion). Dans un second temps, si l’hypothèse de Sirt1 dans la régulation de l’autophagie 
s’avère exacte, il serait intéressant d’élargir notre étude à d’autres conditions physiologiques 
ou pathologiques dans lesquelles l’autophagie est stimulée comme l’hypoxie.   
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PROTOCOLE DE DENUTRITION – RENUTRITION SUR MYOTUBES C2C12
PROTOCOLE D’INJECTION DE FORMOTEROL SUR TISSU MUSCULAIRE DE RATS
Le WESTERN BLOT est une technique couramment utilisée en biologie moléculaire pour l’analyse de l’expression de 
protéines. Technologie récente, le LUMINEX possède de nombreuses applications en immunologie, infectiologie,
génétique, cancérologie ou en biochimie. Le but de cette étude a été d’analyser la voie de signalisation intracellulaire 
Pi3K/Akt/mTOR par Western blot et par Luminex. 
Fondée sur le principe de la cytométrie en flux, cette
technique allie l’utilisation de microsphères fluorescentes




La technique Luminex est utilisée en routine pour mesurer le niveau d’expression de cytokines. Le Western blot, quant 
à lui, reste la technique de référence pour l’analyse semi-quantitative des protéines. La comparaison des résultats de 
ces 2 techniques, sur des protocoles différents (cellules, tissus musculaires), montre l’intérêt de la technique du 
Luminex à des fins de recherche dans l’exploration des voies de signalisation intracellulaire. Le Luminex apparaît donc, 
comme étant une technique de substitution du Western blot. 
9418 ou 28Nombre d’échantillons
Temps traitement des données 
approximatif (min)
Temps de manip avec incubation (h)
Nombre de protéines lues simultanément
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Méthode d'identification de protéines : 
-séparation électrophorétique sur gel
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Sirtuin1 regulates SREBP-1c gene expression through LXR-dependent 
mechanism 
DEFOUR A1, CASTRO PEREZ A1, LEFAI E2, GU Y3, PEINNEQUIN A4, BECHET D5, 
FREYSSENET D1 
 
1Université de Lyon, Université Jean Monnet, Laboratoire de Physiologie de l’Exercice EA 4338, Saint Etienne,  
France ; 2Université de Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, INSERM U870, Régulations Métaboliques 
Nutrition et Diabètes, Oullins, France ; 3Department of Immunolgy, University of Washington School of 
Medicine, Seattle, WA 98 195, USA ; 4Département de Radiologie et Radiopathologie, Centre de Recherche du 
Service de Santé des Armées, La Tronche, France ;  5INRA UMR 1019, Unité Nutrition Humaine, St Genès 
Champanelle, France 
 
Sirtuin 1 (Sirt1) is a NAD+-dependent histone deacetylase that has been identified as a key 
enzyme involved in the regulation of neoglucogenesis in liver and mitochondrial biogenesis in 
skeletal muscle. Furthermore, pharmacological stimulation of Sirt1 has been shown to 
improve glucose homeostasis by enhancing insulin sensitivity in mice submitted to a high-fat 
diet, suggesting that Sirt1 could be involved in the regulation of glucose metabolism in 
skeletal muscle.  
We first determined whether Sirt1 regulates the expression of genes involved in glucose 
transport. Expression of glucose transporter 4, hexokinase and sterol response element 
binding protein 1 (SREBP-1c), a transcription factor regulating hexokinase expression in 
skeletal muscle, was significantly decreased respectively, in Tibialis Anterior and 
Gastrocnemius muscles in knock out mice lacking exon 4 of Sirt1 gene (16.4 ± 1.8 months; n 
= 4) when compared to heterozygote mice (14.8 ± 2.0 months; n = 4). 
Importantly, Sirt1 deacetylates and positively regulates liver X receptor (LXR) which has 
been shown to strongly activate SREBP-1c gene expression through LXR-response elements. 
We then determined whether Sirt1 stimulates SREBP-1c through a LXR-dependent 
mechanism. Electrotransfer of a Sirt1 expression vector in mice Tibialis Anterior muscles (1.5 
months; n = 8) showed that Sirt1 overexpression increased by 2-fold SREBP-1c promoter 
transactivation. This increase was abolished when two LXR-response elements were deleted 
in SREBP-1c promoter. 
We conclude that Sirt1 stimulates the expression of SREBP-1c through a LXR dependent 
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Skeletal muscle is a prominent tissue involved in the regulation of metabolic homeostasis by 
its capacity to oxidize fatty acids and glucose. To test the adaptations of skeletal muscle cells 
following food deprivation, we developed an in vitro experimental model of C2C12 myotubes 
submitted to a metabolic challenge consisting in 4 hours of food deprivation followed by 20 
hours of refeeding. During the time course of this metabolic challenge, we determined the 
morphological and metabolic responses of C2C12 myotubes. Myotube area decreased 
progressively (~20% at 4 hours) during food deprivation and increased progressively to reach 
control values 18 hours after refeeding. Accordingly, the phosphorylation of ribosomal 
protein S6, which is involved in the regulation of protein synthesis, decreased and increased 
in a time-dependant manner during food deprivation (~75% at 4 hours) and refeeding (~500% 
at 4 hours), respectively. Refeeding was accompanied by a strong increase in glucose 
consumption (~400% at 15 minutes), which progressively decreased to control level 20 hours 
after refeeding. During this period, glucose metabolism, which was initially oxidative, 
progressively switched to a glycolytic metabolism (~35%). Furthermore, food deprivation 
was accompanied by a transient decrease (~20% at 15 minutes) in hexokinase and citrate 
synthase activities, which recovered progressively during food deprivation and refeeding. The 
expression of sirtuin 1, a NAD+-dependent histone deacetylase, potentially involved in the 
regulation of hexokinase expression, decreased during food deprivation (~40% at 4 hours). 
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A possible role for sirtuin1 in the regulation of glucose metabolism in 
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Sirtuin 1 (Sirt1) is a NAD+-dependent histone deacetylase that has been identified as a key 
enzyme involved in the regulation of neoglucogenesis in liver and mitochondrial biogenesis in 
skeletal muscle. Furthermore, pharmacological stimulation of Sirt1 has been shown to 
improve glucose homeostasis by enhancing insulin sensitivity in mice submitted to a high-fat 
diet. As proper skeletal muscle function is important for glucose homeostasis, these data 
suggest that Sirt1 could be involved in the regulation of glucose metabolism in skeletal 
muscle. We determined whether Sirt1 regulates the expression of glucose transporter 4 
(GLUT4), hexokinase and sterol response element binding protein 1 (SREBP-1c), a 
transcription factor regulating hexokinase expression in skeletal muscle. We used knock out 
(KO) mice lacking exon 4 of Sirt1 gene (16.4 months ± 1.8 ; n = 4) and heterozygote mice as 
controls (14.8 months ± 2.0 ; n = 4). We showed that GLUT4 protein expression was 
decreased by 20 % in tibialis anterior (TA) and 50 % in gastrocnemius (GAS) of Sirt1 KO 
mice. Similarly, hexokinase activity was diminished by 30 % in TA and 60 % in GAS. 
Finally, SREBP-1c mRNA expression was decreased by 50 % in TA and 30 % in GAS. 
Additional experiments will be performed to determine the molecular mechanisms involved 
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Fonctions métaboliques de Sirtuine 1 dans le muscle strié squelettique : contribution à l’étude de 
la régulation de l’expression de SREBP-1c et rôle potentiel lors d’un jeûne chez des myotubes 
C2C12 
 
 Sirt1 (Sirtuine 1) est une protéine histone déacétylase dépendante de NAD+ qui stimule la 
néoglucogénèse et inhibe la glycolyse dans le foie, et qui augmente l’oxydation des acides gras dans le 
muscle strié squelettique. Le but de ce travail de thèse à été de définir les fonctions métaboliques de 
Sirt1 dans le muscle strié squelettique. Nous avons tout d’abord montré, à l’aide d’un modèle de souris 
déficientes pour le gène Sirt1, que Sirt1 régulait l’expression de l’hexokinase II et de SREBP-1c, 
protéine régulatrice de l’expression de l’hexokinase. De plus, un modèle d’électrotransfert de gènes 
permettait de mettre en évidence que Sirt1 régulait l’expression de SREBP-1c de façon LXR-
dépendante. Enfin, l’inhibition de Sirt1 par l’EX527 aboutissait à une diminution de la consommation 
de glucose chez des myotubes C2C12. Prises ensemble, ces données suggèrent un rôle important de 
Sirt1 dans la régulation du métabolisme du glucose dans le muscle strié squelettique. Dans un second 
temps, nous avons déterminé le rôle potentiel de Sirt1 lors d’un jeûne chez des myotubes C2C12. Un 
jeûne entraînait une augmentation de l’activité cathepsine B + L et une déphosphorylation des 
protéines AktS473, GSK3S21/S9, p70S6KT412 et S6S235/S236 qui précèdait une amyotrophie des myotubes. 
La renutrition aboutissait à une rephosphorylation de ces protéines et à un retour à la normale de la 
taille des myotubes. L’activité cathepsine B + L restait cependant élevée. Enfin, le niveau en ARNm 
de Sirt1 était augmenté de façon transitoire lors de la renutrition. D’autres mesures de marqueurs des 
voies protéolytiques et de l’activité de Sirt1 sont à envisager. Nos données ainsi que celles de la 
littérature suggèrent que Sirt1 pourrait avoir un rôle dans la régulation de l’autophagie lors du jeûne. 
Pour conclure, ce travail de thèse met en évidence un rôle pour Sirt1 dans la régulation du 
métabolisme du glucose dans le muscle strié squelettique et apporte de nouvelles perspectives dans 
l’étude de la régulation de ce métabolisme en conditions pathologiques. 
 





Metabolic functions of sirtuin 1 in skeletal muscle: contribution to the study of regulation of the 
SREBP-1c expression and potential role during fasting in C2C12 myotubes 
 
Sirt1 (Sirtuin 1) is a NAD+-dependent histone deacetylase, which stimulates gluconeogenesis 
and inhibits glycolysis in the liver, and which increases fatty acid oxidation in skeletal muscle. The 
aim of this thesis was to define the metabolic functions of Sirt1 in skeletal muscle. We first showed, 
using a mouse model lacking the Sirt1 gene, that Sirt1 regulated expression of hexokinase II and 
SREBP-1c, a protein that regulates hexokinase expression. In addition, a model of gene electrotransfer 
allowed us to show that Sirt1 regulated expression of SREBP-1c in a LXR-dependent manner. Finally, 
inhibition of Sirt1 by EX527 resulted in a decrease of glucose consumption in C2C12 
myotubes. Taken together, these data suggest an important role of Sirt1 in the regulation of glucose 
metabolism in skeletal muscle. Secondly, we determined the potential role of Sirt1 during fasting in 
C2C12 myotubes. Fasting resulted in an increase in cathepsin B + L activity and a dephosphorylation 
of AktS473, GSK3S21/S9, p70S6KT412 and S6S235/S236 preceding a myotubes atrophy. Refeeding led to a 
rephosphorylation of these proteins and a return to normal size of myotubes. However, cathepsin B + 
L activity remained elevated. Finally, the level of Sirt1 mRNA was transiently increased during 
refeeding. Other measures of proteolytic pathways and Sirt1 activity markers will de determined. Our 
data and those of the literature suggest that Sirt1 could play a role in autophagy regulation during 
fasting. To conclude, this thesis highlights a role for Sirt1 in the regulation of glucose metabolism in 
skeletal muscle and provides new perspectives in the study of regulation of this metabolism in 
pathological conditions. 
 
Keywords: fasting, glucose metabolism, LXR, muscle mass, Sirt1, skeletal muscle and SREBP-1c. 
 
